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Este trabalho propôs-se a avaliar a influência dos extratos de Himatanthus lancifolius 
(Müll. Arg) Woodson, Casearia sylvestris Sw., Rauvolfia sellowii Müll. Arg e Bauhinia 
microstachya (Raddi) Macbride, conhecidas popularmente como pau-pra-tudo, 
agoniada, guaçatonga e escada-de-macaco, respectivamente, sobre o 
comportamento das linhagens celulares leucêmicas humanas HL-60, K-562, Daudi e 
REH, e de progenitores hematopoiéticos de portadores de doenças neoplásicas 
hematológicas em sistemas de cultura in vitro. Os ensaios realizados com linhagens 
leucêmicas, independente de sua origem linfóide ou mielóide, demonstraram 
claramente que os extratos hidroetanólicos preparados dessas plantas exercem 
efeitos citostáticos significativos em doses de até 100 µg/ml e que esta atividade foi 
particular para cada extrato e dependente da linhagem celular estudada. O extrato de 
pau-pra-tudo foi citostático para células HL-60 (100 µg/ml) e Daudi (0,1-100 µg/ml), 
assim como para os seus progenitores. O de agoniada foi citostático somente para as 
linhagens K-562 (1-10 µg/ml) e Daudi (0,1-10 µg/ml). A guaçatonga inibiu a 
proliferação de células K-562 (0,1-1 µg/ml), Daudi (1 µg/ml) e seus progenitores, 
assim como a de células REH (10-100 µg/ml), e o de escada-de-macaco mostrou-se 
eficiente na inibição somente das linhagens linfóides (1 µg/ml). Não se observou 
influência desses extratos sobre a diferenciação celular dessas linhagens, mas sim 
manutenção de seu estado maturacional inicial. Embora mais estudos sejam 
necessários, o conjunto de resultados apresentados revelou alguns aspectos 
interessantes e ainda não relatados com relação às atividades biológicas dessas 
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The aim of this work was to investigate the influence of the extracts prepared from 
Himatanthus lancifolius (Müll. Arg) Woodson, Casearia sylvestris Sw., Rauvolfia 
sellowii Müll. Arg and Bauhinia microstachya (Raddi) Macbride, popularly known 
as pau-pra-tudo, agoniada, guaçatonga and escada-de-macaco, respectively, on 
the behaviour of HL-60, K-562, Daudi and REH human leukaemic cell lines as well 
as on the bone marrow progenitors of patients suffering from haematological 
neoplastic diseases using culture systems in vitro. The human leukaemic cell line 
assays, apart from their origin, have clearly shown that all hydroethanolic plant 
extracts, although each one in its own way, have significant cytostatic effects till 
the dose of 100 µg/ml. The pau-pra-tudo extract was cytostatic for HL-60 (100 
µg/ml) and Daudi (0.1-100 µg/ml) cells and their progenitors. The agoniada one 
was cytostatic for K-562 (1-10 µg/ml) and Daudi cells (0.1-10 µg/ml). The 
guaçatonga extract inhibited the proliferation of K-562 (0.1-1 µg/ml) and Daudi 
cells (1 µg/ml) and their progenitors, as well as REH cells (10-100 µg/ml), whereas 
the escada-de-macaco one had similar effects only upon the lymphoid cells lines 
at 1 µg/ml. No activity related to differentiation induction could be observed for any 
of the extracts included in this study, in contrast with a persistent maintenance of 
their undifferentiated state. The extracts have also shown a slight tendency in 
suppressing the growth of colonies from bone marrow progenitors, particularly of 
the erythroid lineage, of patients diagnosed with acute lymphoid and myeloid 
leukaemias. The data herein presented have revealed some biological activities of 
these Brazilian plants never reported before, suggesting that further studies are 





















Rauvolfia sellowii; Himatanthus lancifolius; Casearia sylvestris; Bauhinia 
microstachya; human leukaemic cell lines; medicinal plants; cytotoxicity; cell 




A natureza tem sido a provedora do homem desde o início dos tempos e 
dela a humanidade tem se servido para suprir as necessidades básicas de 
alimentação, vestimenta, abrigo e transporte. Da mesma forma, o uso de produtos 
naturais como medicamento é comum em todo o mundo. 
Embora algumas propriedades terapêuticas atribuídas às plantas tenham 
sido interpretadas de forma errônea, a terapia através do uso de plantas 
medicinais baseou-se, por muito tempo, em descobertas empíricas de centenas e 
milhares de anos. As primeiras, escritas em blocos de argila, são vindas da 
Mesopotâmia e datam de aproximadamente 2600 aC.; entre as substâncias que 
foram usadas, pode-se citar os óleos do cipreste-comum (Cupressus 
sempervirens, Cupressaceae), o alcaçuz (Glycyrrhiza glabra, Fabaceae) e a 
papoula (Papaver somniferum, Papaveraceae), os quais ainda estão em uso nos 
dias de hoje para o tratamento de doenças, abrangendo desde tosses e resfriados 
a parasitoses e inflamações (Gurib-Fakim, 2006). 
O interesse na natureza como fonte de agentes quimioterapêuticos 
continua. Produtos naturais e seus derivados representam mais que 50% de 
todas as drogas em uso clínico no mundo (Gurib-Fakim, 2006), pois a população 
procura formas medicinais alternativas na tentativa de evitar os efeitos colaterais 
e os elevados custos dos medicamentos sintéticos. Dessa forma, as plantas 
medicinais têm papel importante no tratamento de uma variedade de doenças (El-
Shemy et al., 2007).  
Suplementos de origem natural são, geralmente, utilizados com duas 
finalidades: no alívio de sintomas presentes em estados patológicos e/ou na 
prevenção de doenças. Exemplos de produtos medicinais como paliativos incluem 
o uso de Hypericum perforatum, para o alívio de sintomas relacionados à 
depressão aguda e ansiedade (Kumar e Singh, 2007; Nangia et al., 2000), o 
Ginkgo biloba, no tratamento e prevenção da demência e mal de Alzheimer e 
melhora da cognição (Oken et al., 1998), e da Echinacea sp., para aliviar 
sintomas do frio (Grimm e Muller, 1999; Schulten et al., 2001). Exemplos de 
produtos de origem vegetal utilizados com o intuito de prevenir doenças ou 
atenuar os efeitos do risco para determinadas doenças incluem o consumo de chá 
verde (Brown, 1999; Kazi et al., 2002; Suzuki et al., 2004)  e outros alimentos 





fontes de antioxidantes naturais, e o uso do alho (Allium sativum), devido ao seu 
elevado teor de compostos organossulfurados, que tem mostrado 
experimentalmente, prevenir câncer em animais (Wargovich, 1987; Wargovich et 
al., 1988) e inibir a proliferação de células cancerosas humanas in vitro 
(Arunkumar et al., 2006; Hirsch et al., 2000; Jakubikova e Sedlak, 2006; Kwon et 
al., 2002). 
No Brasil, a biodiversidade e riqueza de sua flora estimulam a procura de 
novas drogas para o tratamento de diversas doenças que acometem o ser 
humano e estudos têm revelado uma diversidade de plantas com potencial 
medicinal, particularmente da Floresta Atlântica Tropical (Di Stasi et al., 2002). 
 
1.1 Plantas medicinais brasileiras de interesse 
1.1.1 Guaçatonga 
Cientificamente conhecida como Casearia sylvestris Sw., é uma das 
plantas pertencentes à flora brasileira popularmente conhecida também como 
café-de-frade, apiá-acanoçu, bugre-branco, café-bravo, cambroé, erva-lagarto, 
erva-pontada, língua-de-teju, língua-de-tiú, para-tudo, varre-forno, fruta-de-saíra, 
café-do-diabo. Pertence à família Flacourtiaceae e está distribuída por todo o 
Brasil, desde o Amapá até o Rio Grande do Sul. 
Os índios brasileiros, através da maceração de suas cascas, tratam 
diarréias; suas raízes ou sementes esmagadas são usadas em feridas e lesões 
de pele causadas pela lepra. Ainda, fazem uso da planta como antídoto para 
veneno de cobra através da ingestão e do uso tópico de decocto feito a partir das 
suas folhas. Na medicina popular, é usada como panacéia, indicada como 
antiinflamatória, anti-viral, no tratamento do reumatismo, sífilis, herpes, úlceras de 
pele, edemas, febres, diarréias, além de anestésica e hemostática para lesões de 
pele e mucosas, duas ações farmacológicas já comprovadas cientificamente 
(Borges et al., 2000; Borges et al., 2001). 
Estudos de possível atividade anti-câncer da guaçatonga datam da década 
de oitenta, no Japão, quando se observou que o extrato etanólico preparado de 
suas folhas apresentava intensa atividade anti-tumoral contra sarcomas de 
camundongos (Itokawa et al., 1988). Em 1991, compostos isolados da planta, 
denominados casearinas, demonstraram não só atividade anti-tumoral, mas 





et al., 1991). No início do século, o grupo de Oberlies identificou novas casearinas 
nas folhas e caules da guaçatonga com citoxicidade contra um painel de 
linhagens celulares tumorais e, também, contra vários fungos patogênicos 
(Oberlies et al., 2002). Desde então, o estudo de compostos químicos do gênero 
Casearia vem se avolumando, com o intuito de buscar agentes 
quimioterapêuticos efetivos (Beutler et al., 2000). 
Baseando-se em seu longo uso na medicina caseira no tratamento de úlceras, as 
propriedades antiulcerogênicas da planta (Basile et al., 1990; Sertié et al., 2000) e 
do óleo essencial preparado de suas folhas, além da sua atividade 
antiinflamatória (Esteves et al., 2005), foram recentemente descritas. Foi 
demonstrado que o extrato aquoso desta espécie contém compostos que 
neutralizam proteases presentes no veneno de cobras do gênero Bothrops 
(Borges et al., 2000; Borges et al., 2001) e que seu extrato etanólico apresenta 
elevada atividade antioxidante (Menezes et al., 2004). 
 
1.1.2 Escada-de-macaco 
Entre as inúmeras espécies vegetais de interesse medicinal estão as 
plantas do gênero Bauhinia, pertencentes à família Leguminosae, as quais podem 
ser encontradas principalmente nas áreas tropicais do planeta. No Brasil, as 
plantas deste gênero são popularmente conhecidas como pata-de vaca, unha ou 
casco-de-boi. Dentre as espécies do gênero, pode-se citar a Bauhinia 
microstachya (Raddi) Macbride, na medicina popular conhecida como escada-de-
macaco. Esta planta faz parte de uma coleção de quinze espécies, juntamente 
com o pau-pra-tudo, que foi selecionada pelo seu grande uso na medicina caseira 
como hipoglicemiante, analgésica e diurética, durante o trabalho 
etnofarmacobotânico realizado com a população residente na área da Usina 
Hidroelétrica de Salto Caxias, sudoeste paranaense, antes da inundação da 
região (Silva et al., 2004). 
Efeitos analgésicos foram demonstrados em camundongos para o extrato 
metanólico das folhas, sugerindo-se que compostos fenólicos poderiam estar 
associados a essa ação (Meyre-Silva et al., 2001). Estudos recentes 
demonstraram que o extrato hidroetanólico das folhas desta planta possui, além 









As cascas de Rauvolfia sellowii Müll. Arg. (Apocynaceae), popularmente 
conhecida como pau-pra-tudo, são utilizadas como hipoglicemiantes, 
hipocolesterolêmicas e anti-hipertensivas (Batista et al., 1996) na medicina 
caseira. Porém, somente ação hipotensora e anti-hipertensiva (Pereira, 1956), e 
mais recentemente, atividade antioxidante intensa (Menezes et al., 2004) com 
modesto efeito antiinflamatório (Presibella et al., 2003) foram descritas. 
 
1.1.4 Agoniada 
Outra planta característica da flora brasileira é a Himatanthus lancifolius 
(Müll. Arg.) Woodson, também da família Apocynaceae, que cresce nas regiões 
de Minas Gerais, Espírito Santo, Rio Grande do Sul, Goiás e Amazônia. Suas 
cascas têm sido utilizadas na medicina caseira como uma verdadeira panacéia, 
indo seu uso desde o tratamento de uma variedade de doenças da pele, asma, 
sífilis, febre, até como estimulante de contrações uterinas, auxiliando na 
concepção e regularizando as menstruações (Corrêa, 1984). Recentemente, sua 
fração alcaloídica demonstrou atividade antimicrobiana de amplo espectro contra 
microorganismos Gram positivos e negativos (Souza et al., 2004), além de 
propriedades gastroprotetoras (Baggio et al., 2005). Neste contexto, Rattman e 
colaboradores descreveram a capacidade de alguns alcalóides indólicos 
presentes nessa fração em alterar a responsividade dos músculos liso vascular e 
não vascular, através de eventos que parecem envolver o bloqueio da entrada de 
íons cálcio ou por mudanças na mobilização ou utilização do cálcio intracelular 
(Rattmann et al., 2005). 
Recentemente, relatou-se toxicidade elevada para linfócitos humanos para 
o extrato hidroetanólico preparado de suas cascas (Machado Junior et al., 2006). 
Interessante neste contexto é o relato de que a uleína, alcalóide indólico extraído 
e purificado deste extrato, demonstrou potencial imunomodulatório, refletido na 
capacidade de inibir a proliferação de linfócitos humanos induzida por mitógeno 
(Machado Junior, 2006), provavelmente por atuar nos mecanismos de ativação 





humanos à fibronectina e à vitronectina purificadas de plasma humano por 
diminuir a expressão das integrinas α4β1 e α5β1 expressos nessas células (Nardin, 
2006), demonstrando habilidades antiinflamatórias. 
 
1.2 PLANTAS MEDICINAIS E CÂNCER 
O câncer continua representando uma das maiores causas de mortalidade 
em todo o mundo, sendo superado apenas pelas doenças cardiovasculares,  
infecções e doenças parasitárias, responsáveis por, respectivamente, 30 e 19% 
das mortes. No ano de 2000, 10 milhões de novos casos de câncer foram 
registrados mundialmente. O crescimento da população, associado ao 
envelhecimento, às mudanças de hábitos e fatores ambientais que vêm se 
verificando no planeta, implicam em uma incidência progressiva de novos casos 
de câncer. Estudos indicam que, mesmo que os dados atuais permaneçam 
inalterados, cerca de 15 milhões de novos casos e 10 milhões de mortes são 
esperados para o ano de 2020 (Parkin, 2001). 
Devido ao flagelo que se verifica não só para o portador de neoplasia, mas 
também à família e à sociedade, é intensa a procura por novos agentes 
terapêuticos anti-tumorais derivados da natureza e, de fato, observa-se uma 
convergência nas aplicações clínicas de metabólitos secundários de plantas e 
seus derivados direcionados ao combate do câncer (Butler, 2004; Phillipson, 
2001).  
Entretanto, a quimioprevenção do câncer, definida como uma estratégia do 
controle do câncer pela administração de compostos sintéticos ou naturais para 
previnir, reverter ou suprimir o processo de carcinogênese, sempre foi um campo 
de grande interesse na investigação científica, uma vez que a carcinogênese é 
considerada como um processo formado por vários estágios, no qual uma célula 
normal é transformada em uma célula cancerosa (Sporn et al., 1976), podendo, 
assim, sofrer intervenção em uma ou mais de suas etapas, inibindo sua 
progressão. 
A formação de radicais livres tem sido associada ao desenvolvimento de 
neoplasias. Radicais livres são formados durante o metabolismo celular regular e, 
por serem substâncias eletronicamente instáveis e potencialmente reativas, são 
capazes de causar oxidação e danos irreversíveis à célula, comprometendo sua 





dieta rica em frutas e vegetais sobre o seu desenvolvimento, uma vez que esses 
alimentos constituem fonte importante de vitaminas, minerais, fibras, flavonóides, 
carotenóides, dentre outros fitoquímicos, todos com ação antioxidante. 
De fato, revisão de vários estudos que examinaram a relação entre a 
ingestão desses alimentos e a incidência de vários tipos de câncer revelou que 
indivíduos com dieta pobre desses produtos têm o dobro de chances de 
desencadear um processo canceroso quando comparados àqueles que fazem 
uso de uma alimentação rica, mesmo controlando os fatores de risco principais 
(Block et al., 1992). De modo geral, este tipo de dieta parece prevenir vários tipos 
de câncer (Park e Pezzuto, 2002; Steinmetz e Potter, 1996). Neste contexto, 
insere-se o valor de se estudar o potencial biológico das plantas medicinais, não 
só como agentes quimioprotetores por serem ricas em substâncias com poder 
antioxidante, como também como citotóxicas e/ou citostáticas. 
Compostos isolados ou derivados de plantas medicinais, como os exemplos 
listados na Tabela 1, há muito têm contribuído para com o tratamento de 
diferentes tipos de neoplasias. Um dos exemplos mais bem conhecidos refere-se 
aos alcalóides vincristina e vimblastina, isolados da Catharanthus roseus G. Don. 
(Apocynaceae), utilizados na prática médica como agentes anti-neoplásicos.  
 
 
TABELA 1. EXEMPLOS DE DROGAS CITOTÓXICAS DESENVOLVIDAS A 
PARTIR DE PLANTAS DE USO POPULAR. 
DROGA MECANISMO DE AÇÃO FONTE NATURAL 
Vimblastina 
Vincristina 
inibição da polimerização da 
tubulina Catharantus roseus 
Etoposídio inibição da topoisomerase 
Podophyllum peltatum 
Podophyllum emodi 





inibição das topoisomerase I Camptotheca acuminata 




Amplamente conhecidas são as contribuições do alcalóide vincristina, em 
associação com outros fármacos, no tratamento do Linfoma de Hodgkin e 





eficiente combinação do etoposídio epipodofilotoxina (extraído de Podophyllum 
peltatum) com bleomicina e cisplatina nos regimes curativos de câncer de 
próstata (Williams et al., 1987). Outro composto, o flavopiridol, uma flavona cuja 
síntese foi inspirada no alcalóide rohitukina isolado das folhas e caules de Amoora 
rohituka (Harmos et al., 1979), está entre os compostos cuja expectativa acerca 
de suas propriedades interferentes na progressão do ciclo generativo celular 
(Sedlacek et al., 1996) são encorajadoras. Na última década, vários países 
aprovaram o uso do paclitaxel, originalmente isolado da Taxus brevifolia, no 
tratamento de câncer de ovário, de mama e do câncer pulmonar de células 
pequenas (McGuire et al., 1996a; McGuire et al., 1996b; Rustin et al., 1996). 
Importante se faz mencionar os estudos com o alcalóide isolado de Cephalotaxus 
harringtonia, o qual demonstrou eficácia no tratamento de vários tipos de 
leucemias (Kantarjian et al., 1996). 
Evidências recentes de efeitos de extratos de plantas medicinais 
tradicionais de várias culturas sobre neoplasias do sistema hematopoiético, 
enfocando particularmente sua ação apoptótica sobre várias linhagens 
leucêmicas, vêm se acumulando rapidamente (Abaza et al., 2007; Amirghofran et 
al., 2006a; Jokhadze et al., 2007; Kim et al., 2007; Kumagai et al., 2007; Shanafelt 
et al., 2006; Suffredini et al., 2007; Turan et al., 2006). 
Resultados obtidos em experimentos com o chá verde (Camellia sinensis 
(L.) O. Kuntze, da família Theaceae) demonstraram atividade inibitória da 
carcinogênese e sua eficácia quando administrado durante as suas fases de 
iniciação, promoção ou progressão (Landis-Piwowar et al., 2007; Mantena et al., 
2005; Umemura et al., 2003). Os polifenóis foram os compostos relacionados a 
esta ação, incluindo seu efeito antioxidante (Coimbra et al., 2006), protetor do 
DNA contra possíveis danos (Morley et al., 2005) e indutor da apoptose em 
tumores ou células transformadas (Chen et al., 2003). 
Compostos presentes em uvas vermelhas, como o resveratrol, também 
demonstraram atividade relacionada à quimoprevenção do câncer (Gao et al., 
2002; Jang et al., 1997), assim como indução da apoptose em células leucêmicas 
humanas (Zunino e Storms, 2006). Como já citado, as substâncias ativas em 
todas essas misturas de origem natural parecem ser os polifenóis, aos quais, 
juntamente ao seu efeito antiinflamatório, propriedades anti-carcinogênicas e anti-





Esses são apenas alguns exemplos pelos quais suplementos dietéticos, 
plantas medicinais e comestíveis são considerados potencialmente importantes 
na quimioprevenção do câncer, ao longo de sua história dentro do consumo 
humano (Park e Pezzuto, 2002; Reddy et al., 2003). Como conseqüência, vários 
compostos derivados de plantas estão em testes clínicos, incluindo as isoflavonas 
da soja, o resveratrol e várias formas do ácido retinóico (Kelloff et al., 2000).  
1.3 O SISTEMA HEMATOPOIÉTICO E AS NEOPLASIAS 
Hematopoiese é o processo fisiológico complexo pelo qual ocorre a 
produção de todos os elementos celulares sangüíneos que trafegam na 
microcirculação e que, alguns, posteriormente, podem migrar para os tecidos. 
Esse mecanismo é melhor descrito como um sistema dinâmico, constituído de 
células em diferentes estágios de proliferação, diferenciação e maturação, 
resultando em um apropriado número de tipos celulares maduros produzidos para 
atender às funções biológicas que garantam a sobrevida do animal (Lee et al., 
1999).  
Esta dinâmica pode ser representada esquematicamente com a 
compartimentalização do sistema, como ilustrado na Figura 1. Todas as células 
sangüíneas funcionais presentes no sangue periférico (eritrócitos, plaquetas e 
leucócitos, em seus cinco diferentes subtipos) são derivadas de células primitivas 
pluripotentes denominadas células tronco (stem cells), originadas durante o 
desenvolvimento embrionário, e residentes, após o nascimento, principalmente, 
na medula óssea. 
Tais células são capazes de proliferar, produzindo mais células tronco, em 
um processo denominado auto-renovação ou auto-replicação, além de dar origem 
a células mais diferenciadas, denominadas células progenitoras multipotentes, 
comprometidas (ou comissionadas) com uma de suas duas linhagens 
hematopoiéticas, linfóide ou mielóide. Estas irão, independentemente, produzir 
células de linhagem mais restrita ou mesmo única, as quais, por sua vez, vão 
perdendo gradativamente a capacidade de proliferar e, governadas por 
complexos mecanismos de diferenciação e amadurecimento, muitos dos quais 
ainda não elucidados, passam a apresentar todas as características das células 
sangüíneas circulantes e que podem ser reconhecidas e quantificadas em um 







































Figura 1. Representação esquemática da hematopoiese. Células tronco hematopoiéticas 
presentes na medula óssea podem se auto-regenerar ou dar origem às células progenitoras 





O turnover dessas células provém de uma organização altamente 
especializada, governada por citocinas e células componentes do estroma 
medular, as quais asseguram que essa capacidade de renovação seja ininterrupta 
e que exista suficiente adaptabilidade na manutenção da produção celular. 
Além disso, uma produção aumentada de um ou mais tipos celulares 
necessários durante regimes de estresse, tais como sangramentos, hipóxia ou 
infecções, pode ser facilmente atendida (Lee et al., 1999). Neste contexto, a 
apoptose é um componente crítico da hematopoiese, pois ajuda a manter, 
homeostaticamente, o número das distintas populações celulares dentro de 










As leucemias, assim como as mielodisplasias, síndromes 
mieloproliferativas e doenças relacionadas, são distúrbios neoplásicos do tecido 
hematopoiético. As leucemias são diferentes dos outros tipos de câncer do ponto 
de vista de sua evolução, uma vez que, para sua disseminação, são 
desnecessários os mecanismos de angiogênese, ruptura estrutural e de formação 
de metástase, comuns aos demais. Apesar dessas diferenças, elas se constituem 
em um exemplo de ruptura do desenvolvimento normal celular, pois se originam 
de uma somatória de mutações que afetam as células tronco hematopoiéticas, 
elementos centrais do sistema formador de sangue, comprometendo sua função e 
a dos seus descendentes (Franks e Teich, 1998).  
Segundo as Estimativas de Incidência de Câncer no Brasil para 2006, 
disponível no sítio eletrônico do INCA, 5.330 homens e 4.220 mulheres seriam 
vítimas de leucemias. As leucemias são classificadas de acordo com o tipo celular 
envolvido e o grau de maturação das células, o qual permite dividir essas 
patologias em agudas ou crônicas. Enquanto as agudas caracterizam-se pela 
proliferação clonal acompanhada de um bloqueio variável na maturação celular, 
induzindo a um acúmulo de células imaturas (blastos) na medula óssea, as 
leucemias crônicas são definidas por hiperplasia de elementos celulares capazes 
de amadurecer, com comprometimento de suas funções biológicas normais. De 
acordo com o tipo celular envolvido, as leucemias são divididas em mielóides, 
quando a linhagem mielóide é afetada, podendo ocorrer em vários estágios da 
diferenciação celular, e linfóides, quando envolvem os elementos linfóides do 
sangue. Dessa forma, os quatro principais tipos são as leucemias mielóides 
agudas (LMA), as crônicas (LMC), as linfóides agudas (LLA) e, finalmente, as 
crônicas (LLC) (Lee et al., 1999). 
 
1.3.1 Hematopoiese e a cultura de células de medula óssea  
Devido ao acesso facilitado ao tecido hematopoiético e a disponibilidade de 
modelos experimentais nos quais se podem cultivar in vitro suas células, muitos 
dos conhecimentos das bases celulares e moleculares que governam a 
hematopoiese e suas neoplasias, como as leucemias, por exemplo, têm sido 
desvendados. Ainda, o tecido hematopoiético tem sido utilizado como modelo para 
a elucidação dos mecanismos que envolvem a gênese de outros tipos de 





potencial quimioterapêutico de produtos naturais e aqueles que investigam a 
segurança para o seu uso popular.  
Desde os trabalhos simultâneos e independentes de Bradley & Metcalf 
(1966) e Pluznik & Sachs (1965), o estudo dos mecanismos que controlam a 
proliferação, a diferenciação e a maturação de células tronco hematopoiéticas in 
vitro, bem como muitas das causas que provocam distúrbios desse sistema, 
resultando em doenças neoplásicas, têm se baseado nos ensaios clonogênicos . 
Nesses ensaios, distintas populações de células progenitoras oriundas de 
órgãos hematopoiéticos, quando apropriadamente estimuladas pela presença de 
citocinas, desenvolvem colônias típicas das diferentes linhagens, denominadas 
genericamente células (ou unidades) formadoras de colônias, ou CFC/CFU, 
particularmente do ramo mielóide (Testa, 1985). 
Como há provas formais de que essas colônias são clones puros, ou seja, 
derivadas de uma única célula (Testa, 1985), esses ensaios permitem estudos 
qualitativos e quantitativos dos diferentes progenitores hematopoiéticos 
envolvidos, desde aqueles com multipotencialidade, capazes de formar colônias 
com milhares de células de diferentes linhagens contendo granulócitos, eritrócitos, 
megacariócitos e macrófagos (CFU-GEMM ou CFU-MIX) (Fauser e Messner, 
1978; Fauser e Messner, 1979), até progenitores com limitada capacidade 
proliferativa, que culminam com a formação de colônias contendo um número 
mais reduzido de células, todas pertencentes a um ou, no máximo, dois tipos 
celulares. Dessa forma, usando-se esse sistema e adicionando-se fatores de 
crescimento de diferenciação celular específicos, é possível identificar-se os 
progenitores bipotentes CFU-GM (Células Formadoras de Colônias de 
Granulócitos e Macrófagos), além dos unipotentes eritróides BFU-E (Burst 
Forming Unit – Erythroid) e CFU-E (Cell Forming Unit – Erythroid), os formadores 
de colônias de granulócitos neutrófilos (CFU-G), de monócitos (CFU-M), de 
eosinófilos (CFU-Eo) e de basófilos (CFU-Bas) (Testa e Molineux, 1993). 
 
1.3.2 Hematopoiese e toxicidade 
Há uma incessante procura por novos medicamentos que possam de forma 
seletiva, combater as patologias que afetam o sistema hematopoiético, 
particularmente aqueles relacionados às neoplasias. Entretanto, o tecido 





pode ser devida ao aumento ou a diminuição periférica de células sanguíneas de 
uma ou mais linhagens, com o risco de um evento clínico adverso. A 
hematoxicologia in vitro tem, sob condições controladas, o objetivo de predizer os 
efeitos de substâncias em estudo, que podem limitar sua utilização clínica 
(Parchment, 1998).  
A mielotoxicidade é um dos fatores limitantes para o uso das doses 
requeridas de medicamentos no tratamento de tumores, pois substâncias como os 
anti-neoplásicos destróem rapidamente os progenitores da medula óssea em 
divisão (Malerba et al., 2002; Neelis et al., 1997). Durante o desenvolvimento de 
uma nova droga ou agente terapêutico, um aspecto importante é, portanto, 
predizer se o agente em questão será tóxico para a medula óssea e se a 
toxicidade é específica para uma ou mais de suas linhagens celulares. 
 
1.3.3 Ensaios para avaliação do perfil anti-neoplásico de plantas medicinais e 
seus compostos 
Toxicidade é um evento complexo que pode causar diretamente um dano 
celular ou promover efeitos fisiológicos ou mesmo sistêmicos. Em contraste com 
esses últimos, que são difíceis de serem monitorados, os ensaios de toxicidade 
em nível celular podem ser mensurados por meio de metodologias especiais que 
examinam as células individualmente. 
A demonstração de que tumores, particularmente os relacionados ao sistema 
hematopoiético, podem dar origem a linhagens celulares que podem ser mantidas em 
condições artificiais por longos períodos, tem favorecido o desenvolvimento de vários 
modelos, podendo-se determinar o potencial citotóxico de substâncias para serem 
utilizadas como medicamentos ou cosméticos, ou para demonstrar que agentes anti-
neoplásicos são eficientes em suas ações. Neste contexto, a definição de 
citotoxicidade pode variar, dependendo da natureza do ensaio e se as células, de 
fato, morrem ou simplesmente têm seu metabolismo alterado.  
A proliferação celular pode ser medida por intermédio da contagem do 
número de células após um período estabelecido de incubação com o agente em 
estudo e por meio de ensaios clonogênicos, que avaliam sua capacidade 
regenerativa. Estes têm sido empregados na hematologia experimental desde a 
década de 60, após os trabalhos independentes de Bradley e Metcalf (1966) e 





da hematopoiese, assim como avaliar a hematopoiese em situações adversas. 
São úteis para predizer a ação de drogas sobre a hematopoiese (Masubuchi, 
2006) e sobre efeitos adversos (Parent-Massin, 2001). Na hematologia clínica, 
estes métodos são empregados para confirmar diagnóstico, associar a “pega” de 
transplantes de medula óssea ou, ainda, para predizer o tempo de recuperação 
medular em casos de falência deste órgão. 
A utilização dos ensaios clonogênicos de forma investigativa em estudos 
pré-clinicos é mais recente (Pessina et al., 2005). Entretanto, o European Centre 
for the Validation of Alternative Methods (ECVAM), em conjunto com laboratórios 
internacionais, reconheceram e validaram essa metodologia como uma importante 
ferramenta na investigação preditiva de neutropenia clínica durante a fase pré-
clínica investigativa de novas substâncias (Negro et al., 2001), onde os resultados 
permitem observar (1) a dose - ou nível plasmático - da droga que é hematotóxica, 
(2) a dose que produz citopenia, (3) a dose em que mais provavelmente ocorrerá 
o restabelecimento celular, (4) a dose tolerada e (5) o potencial de novas 
substâncias produzirem sinais clínicos de neutropenia. Estas indicações 
justificariam esquemas de maior escalonamento de doses sem comprometer a 
saúde dos pacientes (Parchment, 1998). 
O tipo de hematotoxicidade mais freqüentemente estudado in vitro 
relaciona-se aos efeitos agudos de drogas ou uma mistura de substâncias sobre 
os progenitores da medula óssea da série granulocítica/macrofágica (CFU-GM), 
porém se estendem aos da série eritróide e linfóide. A quantificação da 
mielotoxicidade pode ser obtida a partir do número de células e de colônias 
formadas por células progenitoras sobreviventes após exposição a substância em 
estudo em comparação a uma população não exposta (controle) em ensaios 
clonogênicos. Uma vez observada a presença de efeito, direcionamento 
apropriado para investigações mais específicas sobre o mecanismo de ação 
envolvido poderá ser realizado por meio de ensaios apropriados realizados 
subseqüentemente.  
 
1.4 LINHAGENS LEUCÊMICAS E SUA UTILIDADE NA INVESTIGAÇÃO DE 
SUBSTÂNCIAS COM ATIVIDADE SOBRE A HEMATOPOIESE 
Neoplasias em geral são classificadas como idênticas com base em suas 





hematológicas em particular, de acordo com a OMS, se baseia em critérios 
internacionais, que combinam características citogenéticas, citomorfológicas e a 
imunofenotipagem, agrupando-as de acordo com a linhagem hematopoiética 
envolvida (Vardiman et al., 2002; Harris et al., 1999). Entretanto, como elas 
mantêm características que variam de paciente para paciente com relação à 
sensibilidade às drogas usadas nos protocolos terapêuticos, torna-se difícil 
predizer a resposta clínica que cada paciente irá demonstrar. 
A existência de uma coleção crescente de linhagens celulares derivadas de 
tumores, as quais podem ser conveniente e continuamente mantidas in vitro, tem 
favorecido vários tipos de estudos, incluindo a elucidação de mecanismos de ação 
de substâncias ativas (Purves et al., 1995). Em particular, o uso de linhagens 
celulares leucêmicas tem facilitado investigações mais objetivas quanto aos 
efeitos de agentes com potencial anti-neoplásico (Baguley et al., 2002; Masters et 
al., 2000). Há, ainda, a vantagem de se poder avaliar o comportamento de 
inúmeras substâncias complexas ou puras simultaneamente, uma vez que essas 
linhagens podem ser amplamente expandidas. 
Um número de fatores referentes a essas substâncias, tais como 
solubilidade, estabilidade química e metabólica, biodisponibilidade, dentre outros, 
também pode ser avaliado nesses sistemas, os quais, em contrapartida com os 
ensaios in vivo, utilizam quantidades diminutas das substâncias em estudo. Outro 
aspecto importante é a possibilidade de se observar efeitos em algumas linhagens 
em detrimento de outras, implicando aspectos de seletividade por um tipo 
particular de neoplasia.  
 
1.4.1 Linhagens celulares humanas 
Denomina-se cultivo celular o processo de se manter in vitro a sobrevida 
de uma população de células semelhantes, provenientes de uma única fonte 
(tecido ou órgão) por algumas horas, dias ou meses em um meio de cultura 
sintético definido, em condições adequadas de temperatura, osmolaridade e pH. 
Quando determinadas células podem ser mantidas indefinidamente nessas 
condições, sem alteração das características basais, só lhes renovando 
periodicamente o meio de cultura, obtêm-se linhagens celulares. Células com esta 
capacidade são, geralmente, provenientes de tumores malignos ou resultam de 





in vitro, permitindo-lhes sobreviver indefinidamente em condições artificiais, mas 
adequadas. 
Como citado anteriormente, as linhagens celulares têm sido instrumento 
importante não apenas no entendimento de várias doenças, mas também como 
modelos in vitro úteis no estudo do desenvolvimento celular. Dentre elas, 
encontram-se várias linhagens celulares humanas leucêmicas. 
 
1.4.1.1 Daudi 
A linhagem Daudi é derivada de um paciente do sexo masculino, negro, de 
16 anos de idade, acometido pelo Linfoma de Burkitt (Klein et al., 1967). Esta 
linhagem é extensivamente utilizada em estudos que tentam elucidar os 
mecanismos de origem das leucemias, sendo bem caracterizada como uma 
linhagem linfoblástica do tipo B. Suas células dão reação positiva para o antígeno 
nuclear do vírus Epstein Barr (EBNA), assim como também para o antígeno do 
capsídeo viral do mesmo vírus (VCA) e imunoglobulinas de superfície, sendo 
negativa para β-2-microglobulina (Huber et al., 1976; Klein et al., 1968). 
 
1.4.1.2 REH 
A linhagem celular REH foi estabelecida a partir do sangue periférico de um 
paciente do sexo feminino, com 15 anos de idade, portador de leucemia linfóide 
aguda (LLA), com 100% e >95% de blastos em sua medula óssea e sangue 
periférico, respectivamente (Rosenfeld et al., 1977). Células REH não contêm 
níveis detectáveis do vírus Epstein Barr (EBNA). As características clínicas e 
hematológicas, incluindo morfologia e histoquímica dos blastos leucêmicos 
corresponderam a LLA (Rosenfeld et al., 1977). 
Células REH estabelecidas in vitro mostraram claramente pertencer ao 
mesmo clone citogeneticamente anormal de células leucêmicas de pacientes não 
submetidos ao cultivo celular. Estas células também demonstraram negatividade 
na formação de rosetas com eritrócitos de carneiro e para imunoglobulinas de 
superfície, sendo consideradas como um tipo primitivo de LLA, do tipo não-T, não-
B. O perfil fenotípico deste tipo celular é idêntico à forma comum de LLA e os 
marcadores característicos são o soro anti-LLA, soro anti-p28,33 e as enzimas 







Isoladas do sangue periférico de um paciente de 36 anos, também do sexo 
feminino, acometido por uma leucemia promielocítica aguda, em cultura, células 
HL-60 são caracterizadas como mieloblastos ou promielócitos, embora 5-10% 
destas células podem se diferenciar espontaneamente em granulócitos mais 
maduros, incluindo mielócitos, metamielócitos e neutrófilos bastonetes e 
segmentados (Gallagher et al., 1979). Como descrito por Collins e colaboradores, 
a proporção de promielócitos que entram em estágio de diferenciação pode ser 
fortemente aumentada pela adição de compostos indutores da diferenciação, 
como o dimetilsulfóxido (DMSO), às células HL-60 cultivadas (Collins et al., 1978).  
Estas células coram-se fortemente com corantes específicos para células 
mielóides, incluindo mieloperoxidase, esterase cloroacetato ASD e Negro de 
Sudão B. Entretanto, não foi notada reação com fosfatase alcalina, um corante de 
positividade característica em granulócitos neutrofílicos normais. 
Outra característica importante é que células HL-60 perdem marcadores 
específicos para células linfóides, mas expressam receptores de superfície para o 
fragmento Fc da imunoglobulina e o complemento (C3), os quais têm sido 
associados com granulócitos diferenciados. Também exibem atividade fagocítica 
e responsividade a estímulos quimiotáticos, atividade esta relacionada à 
porcentagem de granulócitos diferenciados em cultura (Gallagher et al., 1979).  
Como característica de células transformadas, células HL-60 formam 
colônias em meio semi-sólido (metilcelulose e ágar) e produzem tumores 
mielóides subcutâneos (cloromas) em camundongos geneticamente modificados 
(Gallagher et al., 1979).  
 
1.4.1.4 K-562 
Células K-562 foram inicialmente isoladas de um paciente de 53 anos, sexo 
feminino, diagnosticado como leucemia mielóide crônica em sua fase blástica 
(Lozzio e Lozzio, 1975). O cariótipo de todas as células examinadas mostrou a 
presença do cromossomo Philadélfia, demonstrando que esta linhagem tem sua 
origem, de fato, a partir da leucemia mielóide crônica. Além disso, não 
apresentam imunoglobulinas em sua superfície, são negativas para os vírus 
Epstein Barr e herpes. As células K-562 são indiferenciadas, apresentam 





perdem a capacidade de ingestão de partículas inertes, uma propriedade 
conferida às células diferenciadas como granulócitos e macrófagos (Lozzio e 
Lozzio, 1975). 
Através de estudos da superfície da membrana destas células, detectou-se 
a presença da glicoforina, uma proteína exclusivamente encontrada em eritrócitos 
presentes na medula óssea humana podendo-se, desta forma, caracterizar a 
linhagem celular K-562 como uma linhagem que pode diferenciar-se sob 
determinadas condições, em células da linhagem eritróide (Andersson et al., 
1979).  
Quando cultivadas in vitro na presença de compostos como hemina ou 
butirato de sódio, estas células desencadeiam maturação eritróide (Andersson et 
al., 1979). Este processo não envolve apenas a síntese de hemoglobina, mas 
também mudanças enzimáticas e de membrana, as quais são típicas da 
diferenciação eritróide embriônica-fetal humana normal (Hoffman et al., 1979). 
Desta forma, células K-562 formam um sistema útil no estudo da dinâmica da 
eritropoiese humana e também na análise da expressão de genes específicos 
durante a diferenciação eritróide. 
 
1.5 LINHAGENS CELULARES LEUCÊMICAS E PLANTAS MEDICINAIS 
Vários estudos têm sido realizados com o objetivo de verificar a influência 
de extratos diferentes plantas medicinais sobre linhagens de células leucêmicas, 
na tentativa preliminar de se identificar agentes anti-tumorais eficientes derivados 
da natureza. Um exemplo é o extrato de Emblica officinalis, testado nas linhagens 
K-562 e Jurkat, onde demonstrou ser ativo na inibição da proliferação celular, 
sendo o pirogalol o composto mais comum presente nas frações estudadas, o 
qual foi, juntamente com outros testes, apontado como o principal ativo anti-
tumoral nesta planta (Khan et al., 2002). 
O extrato etanólico de Goldfussia psilostachys, planta que cresce no 
sudoeste da China, exibiu atividade anti-proliferativa sobre células K-562 por 
estabilizar, semelhante às ações do paclitaxel  anteriormente citadas, a dinâmica 
normal dos microtúbulos durante a mitose (Gao et al., 2004). 
Recentemente, extratos preparados de Oplopanax horridus (Tai et al., 
2006) e de Pinus densiflora (Kwak et al., 2006) exibiram efeitos inibidores da 





variedades de oliva (Olea europaea L.) que predominam na Tunísia, assim como 
o de Scutellaria baicalensis, utilizada na medicina popular chinesa, demonstraram 
efeito anti-proliferativo sobre as linhagens HL-60 (Abaza et al., 2007) e Daudi 
(Kumagai et al., 2007). 
O extrato aquoso das raízes de Morus alba L., utilizada na medicina 
chinesa popular, exibiu citotoxicidade sobre células K-562 e outras linhagens 
celulares cancerosas através da indução da apoptose pela inibição da montagem 
dos microtúbulos celulares (Nam et al., 2002).  
Extratos metanólicos de Jatropha elliptica, Physalis angulata e Tephrosia 
cinerea, três plantas medicinais brasileiras características do Ceará, expressaram 
sua propriedades citotóxicas sobre células HL-60 (Faria et al., 2006). Outras duas 
plantas brasileiras, Allamanda blanchetti e A. schottii, Apocynaceae, por meio dos 
seus extratos etanólicos, exibiram efeitos citotóxico e citostático sobre células K-
562 (F. Navarro et al., 2006). 
Uncaria tomentosa, popularmente conhecida como unha-de-gato e 
encontrada na Floresta Amazônica, na forma de extratos aquoso e de acetato de 
etila, demonstrou exercer potente inibição da proliferação de células HL-60 por 
indução da apoptose (Cheng et al., 2007), confirmada em ensaios clonogênicos 
(Sheng et al., 1998). Da mesma forma, os extratos etanólico, clorofórmico e 
hexânico de Varthemia iphionoides, planta utizada popularmente no Jordão, 
demonstraram citotoxicidade dependente da dose sobre essas células, sendo que 
este potencial terapêutico foi atribuído à presença de flavonóides (Al-Dabbas et 
al., 2006). 
 
1.6 INDUÇÃO DE APOPTOSE POR EXTRATOS DE PLANTAS MEDICINAIS  
A apoptose, ou morte celular programada, é um tipo de "autodestruição 
celular" que requer energia e síntese protéica para a sua execução. Está 
relacionada com a homeostase na regulação fisiológica do tamanho dos tecidos, 
exercendo um papel oposto ao da mitose. O termo é derivado do grego, que se 
referia à queda das folhas das árvores no outono - um exemplo de morte 
programada fisiológica e apropriada que também implica em renovação. Ocorre 
no desenvolvimento embrionário, na organogênese, na renovação de células 
epiteliais e hematopoiéticas, na involução cíclica dos órgãos reprodutivos da 





na involução de alguns órgãos e, ainda, na regressão de tumores (Franks e Teich, 
1998). Portanto, consiste em um tipo de morte desejável e necessária, que 
participa na formação dos órgãos e que persiste em alguns sistemas adultos, 
como a pele e o sistema imunológico. 
Alguns dos ensaios mais clássicos utilizados atualmente para avaliar a 
apoptose em células hematopoiéticas incluem a detecção das mudanças 
morfológicas celulares por microscopia de luz, microscopia eletrônica ou através 
da citometria de fluxo, dentre outros métodos, usando corantes nucleares como 
Giemsa ou corantes fluorescentes (Dive et al., 1992; Koopman et al., 1994). Por 
exemplo, para o ácido ursólico, que está presente em uma grande variedade de 
alimentos, ervas medicinais e plantas, foi relatado diminuir a viabilidade de células 
Daudi e induzir mudanças morfológicas celulares características de apoptose 
(Lauthier et al., 2000). 
Muitas plantas exercem efeito anti-proliferativo, reduzindo a viabilidade e 
inibindo o crescimento e a proliferação de linhagens celulares leucêmicas através 
da indução do processo de apoptose. Neste sentido, algumas plantas e seus 
derivados já demonstraram exercer esse efeito sobre linhagens celulares 
leucêmicas. Por exemplo, o Linum persicum e a Euphorbia cheiradenia têm 
atividade citotóxica e induzem apoptose em células K-562, Jurkat, A-549 e Fen 
(Amirghofran et al., 2006b).  
Extratos de Albizzia julibrissin, utilizada na medicina tradicional oriental 
para o tratamento de insônia, diurese, astenia e confusão, induzem apoptose de 
forma mais efetiva sobre células Jurkat do que sobre monucleares normais 
isolados de sangue periférico (Won et al., 2006). Estudos mais recentes 
demonstraram que extratos etanólicos da Lactuca indica L. exercem efeito 
apoptótico específico sobre células HL-60, não afetando a sobrevivência de 
linfócitos normais isolados do sangue periférico (Chen et al., 2007). 
A fração acetato de etila do extrato da erva medicinal chinesa Sarcandra 
glabra mostrou maior sensibilidade sobre a proliferação de células HL-60, com 
detenção do ciclo celular e com a regulação das proteínas pró-apoptóticas Bax e 
Bcl-2 (Li et al., 2007). De forma semelhante, o extrato dos rizomas de Rhodiola 
rosea, amplamente utilizada na medicina popular da Rússia e da China, inibiu a 
divisão celular destas células, onde se observou acúmulo de células na fase de 





al., 2006). Este mesmo efeito foi observado para o extrato de Selaginella 
tamariscina, com ativação da via das caspases (Ahn et al., 2006). 
Outra planta estudada, de onde é proveniente o chá verde, Camellia 
sinensis, através do extrato metanólico de suas raízes expressaram efeito 
citotóxico e apoptogênico sobre células K-562, não exibindo o mesmo efeito sobre 
leucócitos normais (Ghosh et al., 2006). 
 
1.7 JUSTIFICATIVA DO TRABALHO 
A variabilidade de climas e regiões geográficas no Brasil favorece o 
desenvolvimento de uma flora variadíssima, sendo que um grande número de 
plantas é usado na medicina popular com finalidade terapêutica específica. 
Dentre elas, somente cerca de 5% têm estudos farmacológicos descritos (Buss e 
Waigh, 1995). Somente há pouco tempo diversos sistemas de cultura de células 
sangüíneas vêm sendo utilizados para a investigação do potencial biológico de 
produtos naturais. Ou seja, a grande maioria das plantas constituintes de nossa 
flora não possui nenhum tipo de estudo que investigue seu potencial 
farmacológico sobre a proliferação e diferenciação de células hematopoiéticas 
primitivas ou linhagens celulares definidas. 
Neste sentido, alguns estudos têm revelado um futuro promissor. Por 
exemplo, ação estimulatória na mielopoiese de camundongos 
hematopoieticamente debilitados por serem portadores de listeriose foi observada 
pelo aumento de progenitores de CFU-GM após tratamento com extratos 
etanólicos de Pluchea quitoc (Queiroz et al., 2000) e Petiveria alliacea (Quadros 
et al., 1999), indicando uma provável habilidade desses extratos em aumentar as 
reservas de precursores de neutrófilos e macrófagos. Naturin 2, uma bebida que 
contém uma mistura de ervas chinesas, demonstrou atividade estimulatória sobre 
progenitores CD34+ de cordão umbilical, por estimular a liberação de citocinas 
como Interleucina 3 (IL3), IL1, fator estimulante de colônias de granulócitos e 
macrófagos (GM-CSF) e fator estimulante de colônias de macrófagos (M-CSF) no 
meio de cultivo (Lu e Jia, 2000). 
Esses exemplos ilustram claramente que plantas usadas como 
medicamentos alternativos para o tratamento de doenças possuem, de fato, 
atividades biológicas variadas no sistema formador de sangue. No Brasil, há 





foram estudadas quanto à composição química, e estima-se que pouco mais de 
mil espécies tenham sido avaliadas quanto às propriedades terapêuticas (Calixto, 
2000). Dessa forma, grande parte de fitoderivados, em especial aqueles 
provenientes de plantas nativas, não foi analisado cientificamente quanto aos 
seus efeitos sobre distúrbios neoplásicos do sistema hematopoiético, implicando 
claramente a necessidade de se investigar o potencial terapêutico da flora 




































2.1 OBJETIVO PRINCIPAL 
Avaliar a influência dos extratos de Rauvolfia selowii Müll. Arg., 
Himatanthus lancifolius (Müll. Arg) Woodson, Casearia sylvestris Sw., e Bauhinia 
microstachya (Raddi) Macbride sobre o comportamento de linhagens celulares 
leucêmicas humanas HL-60, K-562, Daudi e REH e de progenitores 
hematopoiéticos normais e de portadores de doenças neoplásicas hematológicas 
in vitro. 
 
2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
Avaliar o potencial biológico de doses crescentes dos extratos dessas 
plantas sobre: 
• a proliferação das linhagens HL-60, K-562, Daudi e REH, em paralelo ao seu 
efeito tóxico 
• o potencial clonogênico das linhagens HL-60, K-562 e Daudi 
• a diferenciação das linhagens HL-60, K-562 e Daudi 
• a proliferação, diferenciação e maturação de progenitores hematopoiéticos 
normais e de portadores de doenças hematológicas in vitro por meio de 
ensaios clonogênicos 


















3 MATERIAL E MÉTODOS 
Os sais e reagentes utilizados neste trabalho foram de procedência Merck, 
Sigma ou Reagen, salvo indicação contrária. Para o preparo das soluções, 
utilizou-se água obtida pelo sistema Puritech / Permution. Os ensaios com células 
humanas foram realizados em condições de assepsia em câmara de fluxo laminar 
vertical TROX, modelo FLVQ TAM 12. As soluções foram preparadas e, em 
seguida, esterilizadas (1) por calor úmido (autoclavação a 121 ºC, 30 minutos, 1 
atm) ou (2) por filtração (filtros de acetato de celulose ou poliétersulfona, com 
poros de 0,22 µm de diâmetro) e, posteriormente, armazenadas em temperaturas 
apropriadas para sua conservação (temperatura ambiente – T.A., 4 - 8º C, –10º C 
ou a –30º C), ao abrigo de luz, conforme indicado. 
 
3.1 SOLUÇÕES 
• Solução salina tamponada com fosfatos (PBS) 
A solução tampão foi preparada dissolvendo-se NaH2PO4.2H20 (150 mmol/l), 
Na2HPO4 (150 mmol/l) e NaCl (154 mmol/l) em água. Após ajuste do pH para 7,2 
– 7,4 com solução de NaOH 1N, procedeu-se a esterilização por autoclavação e 
armazenamento a 4 – 8º C.  
 
• Solução de azul de tripan a 0,4 % (p/v) 
Azul de tripan em pó foi diluído em PBS, resultando em uma solução a 0,4 %. 
 
• Meio RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute) 
Meio de cultivo RPMI 1640 (Himedia, Japão) foi dissolvido em água, conforme 
instruções do fabricante para o preparo de um litro, e suplementado com 200 mM 
de bicarbonato de sódio, 0,3 g de penicilina G e 100 mg/ml de sulfato de 
estreptomicina. O pH 7,2 foi ajustado com solução de NaOH 1N. O meio foi 
esterilizado por filtração e armazenado a –10 ºC. Quando em uso, foi armazenado 
a 4 – 8 ºC por, no máximo 14 dias. Para a manutenção dos cultivos, RPMI 1640 
foi suplementado com 10 % (v/v) de soro bovino fetal estéril (Gibco, São Paulo).  
 
• Meio IMDM (Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium) 
Meio de cultivo IMDM (Gibco, São Paulo) em pó foi dissolvido em água conforme 





de bicarbonato de sódio, 0,3 g de penicilina G e 100 mg/ml sulfato de 
estreptomicina. A osmolaridade foi ajustada para 300 mOsm em osmômetro 
VAPRO (Vapor Pressure Osmometer) 5520, Wescor, esterilizado por filtração e 
armazenado a -10 ºC. Quando em uso, foi armazenado a 4 – 8 ºC por, no máximo 
14 dias. 
 
• Meio comercial apropriado para o cultivo de progenitores hematopoiéticos ou 
ensaios clonogênicos (StemCell Technologies, Vancouver, CA) 
Meio semi-sólido, composto por metilcelulose em IMDM, citocinas humanas 
recombinantes (rh-SCF, rh-GM-CSF, rh-IL-3 e rh-eritropoietina), soro bovino fetal, 
2-mercaptoetanol e L-glutamina  foi armazenado a –30 ºC e descongelado apenas 
no momento do uso. 
 
• Solução estoque a 1 % dos extratos das plantas medicinais (p/v) 
Um grama dos extratos liofilizados das plantas Himatanthus lancifolius (Müll. Arg) 
Woodson (agoniada), Casearia sylvestris Sw. (guaçatonga), Rauvolfia sellowii 
Müll. Arg (pau-para-tudo) e Bauhinia microstachya (Raddi) Macbride (escada-de-
macaco), gentilmente cedidos pelo laboratório de Farmacognosia, foram diluídos 
em 100 ml de meio de cultivo (IMDM ou RPMI 1640) e homogeneizados em 
agitador magnético para dissolução. As soluções estoques foram esterilizadas por 
meio de filtração, aliquotadas em microtubos estéreis e armazenadas a –30 ºC até 
o momento do uso. 
 
• Solução fixadora de formaldeído 40% para coloração com Negro de Sudão B 
(v/v) 
Formaldeído foi dissolvido em q. s. de água destilada para uma solução a 40%. 
 
• Corante Negro de Sudão B 0,3% (p/v) 
Corante Negro de Sudão B em pó foi dissolvido em q. s. de etanol absoluto para 









• Tampão de fenol (p/v) 
Dezesseis gramas de fenol cristalino foram dissolvidos em 30 ml de etanol 
absoluto. Solução de Na2HPO4.12 H2O2 (3 g/l) foi adicionada em água destilada 
em q. s. para 100 ml. 
 
• Solução de trabalho do corante Negro de Sudão B 
Quarenta mililitros de tampão de fenol foram adicionados a 60 ml de solução de 
Negro de Sudão B 0,3%. 
 
• Solução de benzidina a 0,4 % (p/v) 
Benzidina em pó (Fluka – CH 9470) foi dissolvida em q. s. para 100 ml etanol 70 
% para obter uma solução a 0,4 %. 
 
• Solução de nitroprussiato de sódio a 1 % 
Nitroprussiato de sódio em pó foi dissolvido em água, formando uma solução a 1 
% (p/v). 
 
• Solução de cloreto de hemina 3 mM 
Cloreto de hemina foi dissolvido em KOH 0,2 M e diluído em RPMI 1640, de forma 
a obter uma solução estoque a 20 mM. Esta foi esterilizada por filtração e 
armazenada aliquotada a –30 ºC.  
 
• Solução de teofilina 0,07 M 
Teofilina cristalina foi dissolvida em RPMI 1640 para fornecer uma solução 
estoque a 0,07 M. Para auxiliar na dissolução, a solução foi aquecida a 37 ºC e 
sonicada por 5 min em um instrumento MaxiClean, modelo 1400A, Unique. Em 
seguida, foi filtrada, aliquotada e armazenada a –30 ºC. A concentração final 
usada nos experimentos foi de 7 mM. 
 
• Ágar 3,3 % (p/v) 
Três gramas de ágar Noble (Difco) foram dissolvidos em 100 ml de água fervente, 
formando uma solução a 3,3 %. Após esterilizar por autoclavação (121 ºC, 20 






• Meio para ensaio clonogênico da linhagem Daudi 
Meio RPMI 1640 foi suplementado com 10 % (v/v) de Meio para Cariótipo 
(Cultilab, Campinas, SP) e 30 % (v/v) de soro bovino fetal, e mantido congelado a 
-30ºC até o momento do uso. 
 
• Tampão de ligação 1X (ensaios de apoptose por citometria de fluxo) 
O tampão de ligação, composto por Hepes 0,01 M (pH 7,4), NaCl 0,14 M e CaCl2 
0,25 mM em água, conforme instruções do fabricante (BD Pharmingen 
Biosciences), foi utilizado nos ensaios para avaliação da apoptose e necrose. A 
solução foi mantida em geladeira doméstica até o momento do uso. 
 
3.2 MATERIAL BOTÂNICO 
As plantas utilizadas neste estudo foram coletadas, dessecadas e 




Nome científico Nome popular Família Identificação 
cascas 
Himatanthus 
lancifolius (Müll. Arg) 
Woodson 
agoniada Apocynaceae HLF-9 
folhas Casearia sylvestris Sw. guaçatonga Flacourtiaceae 31.362 





macaco Fabaceae 42.388 
 
 
3.2.1 Preparo dos extratos 
Todos os extratos das plantas utilizadas foram preparados e gentilmente cedidos 
para este trabalho pelo laboratório de Farmacognosia, Universidade Federal do 
Paraná. Solventes e reagentes de grau analítico foram utilizados para todas as 
extrações. De forma breve, cascas de pau-para-tudo e folhas de escada-de-
macaco foram coletadas em Salto Caxias, PR, e folhas de guaçatonga foram 
coletadas em Curitiba, PR. Uma exsicata de cada planta foi encaminhada e 
cadastrada no herbário da Universidade Federal do Paraná para referência. 





medicinais formal na região metropolitana de São Paulo, SP, e a identificação da 
espécie foram feita através de análise farmacognóstica, segundo a Farmacopéia 
Brasileira I, e por comparações macroscópica e microscópica com amostra 
autêntica. Uma amostra da droga foi depositada na herboteca do Laboratório de 
Farmacognosia da UFPR. O material coletado foi submetido à extração por 
percolação com solução de etanol a 20 % até esgotamento total. Os extratos 
reunidos foram evaporados em rotaevaporador e concentrados até a secura. Para 
o preparo do extrato de Himatanthus lancifolius, cascas foram moídas, 
desengorduradas em Soxhlet com éter de petróleo e, em seguida, submetidas à 
maceração com solução aquosa de ácido clorídrico 1 % (v/v) e extraídas até 
reação negativa com o Reagente de Dragendorff; o produto obtido foi filtrado e 
concentrado em rotaevaporador (40 ºC) até aproximadamente 1/5 do volume 
inicial e, posteriormente, alcalinizado com carbonato de sódio e submetido à 
partição com clorofórmio. O extrato orgânico foi evaporado sob pressão reduzida. 
Todos os extratos das plantas medicinais utilizadas foram liofilizados e, após a 
preparação das soluções estoque a 1 %, foram mantidos à temperatura de -30 ºC 
até o momento do uso. 
 
3.3 AMOSTRAS DE MEDULA ÓSSEA 
Este projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa do Hospital Erasto 
Gaertner, sob número 1278, em 14/03/2006 (Anexo I). O material de medula foi 
obtido por punção da crista ilíaca por hematologista autorizado e acondicionado 
em frascos contendo heparina. As fontes desse material foram: medula óssea de 
indivíduos com suspeita clínica de serem portadores de distúrbios neoplásicos do 
sistema hematopoético, coletadas com finalidades diagnósticas; medula óssea de 
indivíduos previamente diagnosticados com neoplasias do sistema 
hematopoiético e que foram submetidos à nova punção por indicação clínica; 
medula óssea de portadores de doença neoplásica, porém sem comprometimento 
do sistema hematopoiético, mas que por motivos clínicos tiveram que se 
submeter à punção medular; medula óssea de pacientes com suspeita de serem 
portadores de doença neoplásica hematológica, mas que tiveram diagnóstico 
negativo para a mesma; medula óssea de portadores de doença neoplásica, 
porém sem comprometimento do sistema hematopoiético; pacientes que tiveram 





medular. Todos os pacientes, antes da doação da medula, foram esclarecidos 
quanto ao uso de seu material em pesquisa e, quando concordaram em participar, 
assinaram o termo de compromisso livre e esclarecido (Anexo II).  
 
3.3.1 Processamento das amostras de medula óssea e isolamento de células 
mononucleares  
As amostras de medula óssea foram diluídas em PBS (10m ml) e as células 
mononucleares (MNC) separadas do restante por meio de centrifugação 
(equipamento Sigma 4K15) a 400 g por 25 minutos, usando-se Ficoll-
PaqueTMPLUS 1,077g/cm3 (Amersham, Biosciences) como gradiente de 
densidade (3 ml). Após a centrifugação, o anel de MNC foi lavado duas vezes 
com 10 ml com PBS (800g por 5min), ressuspenso em RPMI 1640 ou IMDM, e a 
concentração celular ajustada para 106 MNC/ml com auxílio de hemocitômetro. 
 
3.4 VIABILIDADE CELULAR 
A viabilidade de todas as células de medula óssea utilizadas neste estudo foi 
avaliada após o processo de isolamento e durante todas as etapas dos 
procedimentos metodológicos. Para tanto, usou-se o teste de exclusão com azul 
de tripan, segundo Merchant e colaboradores (1964), onde MNC foram diluídos 
apropriadamente (1/2; 1/10; 1/50) em solução a 0,4% de azul de tripan e sua 
viabilidade observada ao microscópio de luz (Olympus CH30). As células 
discriminadas como viáveis apresentaram-se íntegras, brilhantes, incolores e 
redondas, enquanto que as não viáveis mostraram-se coradas em azul, muitas 
com perda da definição de contorno. Procedimento semelhante foi utilizado para 
observação da viabilidade das linhagens celulares incluídas neste estudo. 
 
3.5 PREPARO DE CITOCENTRIFUGADOS 
Para observação morfológica das linhagens celulares e da composição das 
frações de MNC das amostras, citocentrifugados contendo 8x104 células foram 
preparados por centrifugação a 1500 rpm por 5 min em T.A., sob baixa 
aceleração, em citocentrífuga Cytopro (Wescor). Em seguida, as lâminas secas 
ao ar foram coradas com o corante apropriado e as células diferenciadas e 





usando-se o programa IMAGE PRO PLUS, versão 3.0.01.00 para Windows, 
acoplado ao microscópio. 
 
3.6 COLORAÇÃO DE MAY-GRÜNWALD-GIEMSA (MGG) 
Lâminas contendo citocentrifugados secos ao ar foram recobertas completamente 
com corante de May-Grünwald por 3 min; posteriormente, o corante foi diluído 
com gotas de água destilada tamponada pH 6.8 por 1 min. Em seguida, as 
lâminas foram recobertas com corante de Giemsa diluído em água tamponada 
(1:20) por 15 min, e, finalmente, lavadas em água corrente e secas ao ar. 
 
3.7 COLORAÇÃO NEGRO DE SUDÃO B (Dacie e Lewis, 1995) 
Citocentrifugados secos ao ar foram fixados em vapor de formaldeído a 40% por 
10 minutos e secos ao ar por 15 minutos; as lâminas foram mergulhadas na 
solução de trabalho do corante Negro de Sudão B por 1 hora; em seguida, 
recobertas completamente com etanol 70%. Após 30 segundos, o etanol foi 
desprezado. Este processo foi repetido por mais duas vezes e as lâminas foram, 
então, lavadas gentilmente em água corrente e secas ao ar. A contra-coloração 
dos citocentrifugados foi feita com May-Grünwald-Giemsa. 
 
3.8 COLORAÇÃO COM BENZIDINA  
A coloração de benzidina foi adaptada para as condições do laboratório como a 
seguir: em cuba de vidro revestida com papel alumínio, citocentrifugados secos 
ao ar foram submersos por 10 minutos em solução contendo 17,5 ml da solução 
de benzidina 0,4%, 3,5 ml de solução de nitroprussiato de sódio 1% e 3,5 ml de 
água oxigenada 3%; em seguida, as lâminas foram lavadas com PBS, secas ao 
ar e contra-coradas com May-Grünwald-Giemsa. 
 
3.9 ENSAIOS CLONOGÊNICOS DE AMOSTRAS DE MEDULA ÓSSEA EM MEIO 
SEMI-SÓLIDO 
Para o estabelecimento dos ensaios clonogênicos, MNC (5x104) foram 
adicionadas a 1 ml do meio comercial apropriado para o cultivo de progenitores 
hematopoéticos, distribuídas em placas de 24 poços (TPP, Suíça) e incubadas 
em estufa a 37 ºC, em atmosfera úmida, com 5% de CO2 (Thermo Electron 





mononucleares isolados foram incubados com doses finais crescentes dos 
extratos (1 – 1000 µg/ml). Células mononucleares incubadas nas mesmas 
condições, porém na ausência dos extratos, formaram o grupo controle. 
3.9.1 Identificação, contagem e caracterização de colônias hematopoiéticas 
Seguindo critérios semelhantes previamente estabelecidos (Testa, 1985), 
agrupamentos de 50 ou mais células foram considerados como colônias, 
enquanto grupos com 49 células ou menos foram considerados como 
agrupamentos. O reconhecimento e a enumeração das colônias ou agrupamentos 
foram realizados com auxílio de um microscópio de luz invertida Bioval, modelo 
XDS-1B. Foram contadas e diferenciadas as colônias eritróides (BFU-E e CFU-E) 
e de CFU-GM (incluindo CFU-G e CFU-M). Para caracterização das colônias, 
observou-se a morfologia das mesmas sob microscópio invertido e a composição 
de suas células em citocentrifugados corados com May-Grünwald-Giemsa, Negro 
de Sudão B e benzidina, quando necessário. 
 
3.10 LINHAGENS CELULARES HUMANAS  
As linhagens celulares leucêmicas humanas HL-60, K-562 e Daudi foram obtidas 
do Banco de Células da Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 
RJ. A linhagem linfóide REH foi gentilmente cedida pelo Prof. Dr. Bonald 
Cavalcante de Figueiredo, do Departamento de Saúde Comunitária, UFPR. As 
células foram mantidas em meio RPMI 1640 suplementado com 10 ou 20% de 
soro bovino fetal, a 37 ºC. As linhagens HL-60, K-562 e Daudi foram sub-
cultivadas a cada 3-4 dias e a linhagem REH, a cada 7 dias, todas na 
concentração de 105 células/ml. 
 
3.11 ENSAIOS COM LINHAGENS CELULARES HUMANAS 
3.11.1 Ensaios de proliferação celular 
Para cada linhagem celular, doses finais de 0,1 a 1000 µg/ml dos extratos foram 
adicionadas após 24 horas do sub-cultivo, e re-incubadas por mais 48 horas. 
Todos os ensaios foram realizados em triplicata, em placas de fundo chato 
contendo 96 poços (TPP, Suíça), em um volume final de 200 µl. Após o período 
de incubação, a viabilidade das células foi determinada pelo teste de exclusão 





células corados com May-Grünwald-Giemsa, Negro de Sudão ou Benzidina 
quando necessário e a contagem realizada em hemocitômetro. 
 
3.11.2 Potencial clonogênico 
• Linhagens HL-60 e K-562 
Células HL-60 (500/ensaio) e K-562 (1000/ensaio) foram adicionadas, juntamente 
com as doses indicadas dos extratos, a 1 ml do meio comercial apropriado para o 
cultivo de progenitores hematopoéticos, distribuídas em placas de 24 poços (TPP, 
Suíça) e incubadas a 37ºC em atmosfera úmida, com 5% de CO2, por 7 dias. 
Cada ensaio foi realizado em triplicata. As concentrações dos extratos usadas 
foram somente aquelas que apresentaram resultado significativo nos ensaios de 
proliferação celular. As colônias foram quantificadas sob microscópio ótico 
invertido. 
 
• Linhagem Daudi 
Células Daudi (104 células/ml) foram adicionadas ao meio para ensaio 
clonogênico próprio para linhagens linfóides em volume final de 1,5 ml por ensaio. 
Em seguida, 150 µl de ágar 3,3 % foram adicionados, misturados e 
imediatamente distribuídos em placas de petri de 40x11mm (TPP, Suíça). As 
placas foram incubadas a 37 ºC em atmosfera úmida com 5% de CO2 por 7 dias. 
As concentrações dos extratos usadas foram somente aquelas que apresentaram 
resultado significativo nos ensaios de proliferação celular. As colônias foram 
quantificadas sob microscópio ótico invertido. 
 
3.11.3 Ensaios de diferenciação/maturação celular 
Os ensaios de diferenciação/maturação celular foram realizados em placas de 24 
poços (TPP, Suiça) contendo 106 células/ml. As doses dos extratos usadas foram 
as que apresentaram resultado significativo nos ensaios de proliferação celular, 
as quais foram adicionadas somente após 24 horas do subcultivo. Nos 
experimentos considerados controles positivos, foram utilizados agentes indutores 
da diferenciação para cada linhagem celular, sendo teofilina (7 mM), hemina (30 – 
40 µmol) ou DMSO (1,25 %) para as linhagens Daudi (Sandlund et al., 1993); K-
562 (Huo et al., 2006) e HL-60 (Collins et al., 1978) respectivamente. A 





Grünwald-Giemsa, Negro de Sudão B (para células HL-60) ou benzidina (para 
células K-562), sendo que para a linhagem Daudi a diferenciação foi monitorada 
através da morfologia das células tratadas com os extratos em comparação com 
aquelas tratadas com a teofilina, a qual induz à diferenciação das células Daudi 
em plasmócitos produtores de imunoglobulinas, os quais são característicos pelo 
seu núcleo excêntrico e cromatina condensada, citoplasma vacuolizado e 
altamente basófilo. Os ensaios de diferenciação/maturação celular foram 
monitorados durante 7 dias para cada linhagem celular avaliada. 
 
3.12 AVALIAÇÃO DE APOPTOSE E NECROSE POR CITOMETRIA DE FLUXO 
Células HL-60 expostas ao extrato de pau-pra-tudo (100 µg/ml) e células K-562 
tratadas com os extratos de agoniada (10 µg/ml) e guaçatonga (1 µg/ml), por 48 
horas a 37 °C, foram lavadas com PBS gelado e ressuspensas no tampão de 
ligação 1X (1x106 células/ml). Cem microlitros de suspensão celular foram 
transferidos para tubos apropriados, adicionados de 2 µl de anexina V-FITC (BD 
Pharmingen, Biosciences) ou 5 µl de 7-AAD (BD Pharmingen, Biosciences) e 
incubados por 15 minutos em T.A., ao abrigo da luz. Em seguida, 400 µl de 
tampão de ligação 1X foram adicionados e as células analisadas em um citômetro 
de fluxo FACS Calibur (Becton & Dickinson, San Diego, California, USA), 
equipado com laser de Argônio (488 nm) e detectores de dispersão para tamanho 
e complexidade interna. Para cada análise, 105 eventos foram adquiridos, e 
gráficos baseados na emissão de fluorescência do FITC (FL1-H) e do 7-AAD 
(FL3-H) foram construídos em escala logarítmica. Foram consideradas células 
positivas aquelas que expressaram fluorescência acima da linha limite de 
fluorescência, a qual foi negativa para o controle (população não tratada com os 
corantes). Os resultados foram analisados com auxílio do programa WIN MDI 2.8. 
 
3.13 AVALIAÇÃO DA MORFOLOGIA POR CITOMETRIA DE FLUXO 
Células HL-60 após exposição ao extrato de pau-pra-tudo (100 µg/ml) e células K-
562 tratadas com os extratos de agoniada (10 µg/ml) e guaçatonga (1 µg/ml) por 
48 horas a 37 °C, foram lavadas, ressuspensas em PBS e avaliadas por 
citometria de fluxo. Para cada análise, 105 eventos foram adquiridos, e gráficos 





(SSC - side light scatter) das células foram construídos em escala linear. Os 
resultados foram analisados com auxílio do programa WIN MDI 2.8. 
 
3.14 ANÁLISE ESTATÍSTICA DOS RESULTADOS 
Os resultados estão apresentados como a média ± 1 erro padrão da média (EPM) 
ou 1 desvio padrão (DP). Para análise estatística dos resultados, usou-se a 
Análise de Variância (ANOVA – one way); o teste post hoc empregado foi o teste 
de Tukey quando apropriado. Os cálculos foram realizados utilizando-se o 
programa Statistica. Valores de p0,05 foram considerados estatisticamente 
significativos. 
 
3.15 REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS 
As referências bibliográficas deste trabalho foram formatadas com auxílio do 
























4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
De acordo com o Ministério da Saúde, a “fitoterapia é uma terapêutica 
caracterizada pelo uso de plantas medicinais em suas diferentes formas 
farmacêuticas, sem a utilização de substâncias ativas isoladas, ainda que de 
origem vegetal”. Desde a Declaração de Alma-Ata, de 1978, a OMS tem 
expressado a sua posição a respeito da necessidade de valorizar recursos 
disponíveis, locais, nacionais e outros. Neste contexto, insere-se a utilização de 
plantas medicinais, tendo em conta que 80% da população mundial utiliza essas 
plantas ou suas preparações no que se refere à atenção primária à saúde (Mans 
et al., 2000). 
Várias drogas são utilizadas na quimioterapia do câncer, mas a maioria 
delas exibe toxicidade celular, podendo induzir genotoxicidade, carcinogenicidade 
e efeitos teratogênicos em células não tumorais (Hellmann-Blumberg et al., 2000; 
Philip, 2005). Apesar de sua elevada eficácia sobre células malignas, alvos do 
tratamento, estes efeitos colaterais limitam o uso de agentes quimioterapêuticos. 
Assim, a procura por drogas alternativas de baixa toxicidade, que sejam eficazes 
no tratamento dos vários tipos de câncer, forma uma importante linha de base 
para investigações científicas referentes à flora brasileira. 
De acordo com dados recentes, o uso de extratos de plantas medicinais é 
efetivo na terapia de combate ao câncer, cuja ação está atribuída ao efeito 
sinérgico ou complementar de compostos presentes no extrato (Li et al., 2000), 
uma vez que o efeito citostático observado sobre células cancerosas parece ser 
mais eficaz do que o efeito de seus compostos isolados e biologicamente ativos 
(Vickers, 2002). 
Como revisado na introdução deste trabalho, muitos aspectos que 
influenciam o uso popular do pau-pra-tudo (R. sellowii), agoniada (H. lancifolius), 
guaçatonga (C. sylvestris) e da escada-de-macaco (B. microstachya) vêm sendo 
comprovados cientificamente, porém seus efeitos sobre linhagens leucêmicas 
humanas são escassos na literatura, corroborando para com a relevância deste 
estudo. Considerando que grande parte da população consome na atenção 
primária à saúde e para o tratamento de diversas patologias, plantas medicinais 
na forma de chá, ou seja, como extrato aquoso, este trabalho procurou avaliar, 
sob vários aspectos, a influência dos extratos preparados dessas plantas sobre o 





É notório o fato de que o Brasil possui grande potencial para o 
desenvolvimento dessa terapêutica, como a maior diversidade vegetal do mundo, 
ampla sociodiversidade, uso de plantas medicinais vinculado ao conhecimento 
tradicional, tecnologia e cientistas para validar cientificamente esse 
conhecimento. Inseridos neste conjunto, passamos a relatar os resultados 
obtidos ao se investigar alguns aspectos do comportamento, em um primeiro 
momento, de diferentes linhagens leucêmicas de origem hematopoiética e, em 
seguida, com progenitores de medula óssea de pacientes portadores de 
neoplasias hematopoiéticas, quando expostas aos extratos de Rauvolfia sellowii, 
Himatanthus lancifolius, Casearia sylvestris e Bauhinia microstachya em sistemas 
de cultivo in vitro. 
 
4.1. LINHAGENS LEUCÊMICAS DE ORIGEM HEMATOPOIÉTICA  
4.1.1 Efeito dos extratos de pau-pra-tudo, agoniada, guaçatonga e escada-de-
macaco sobre a proliferação de linhagens leucêmicas 
Um dos objetivos deste trabalho foi avaliar a influência dos extratos de pau-
pra-tudo (R. sellowii), agoniada (H. lancifolius), guaçatonga (C. sylvestris) e de 
escada-de-macaco (B. microstachya) sobre o comportamento de linhagens 
celulares leucêmicas humanas. Para tanto, primeiramente, avaliou-se sua 
influência sobre a proliferação de células HL-60 e K-562, de origem mielóide, e 
das linhagens linfóides Daudi e REH e, em seguida, seus efeitos tóxicos. 
Os resultados para a linhagem HL-60 estão apresentados sob a forma de 
curvas dose-resposta, ilustradas nas Figuras 2 (A-D), juntamente com a 
porcentagem média de viabilidade, avaliada pelo teste de exclusão com azul de 
tripan após incubação por 48 horas com os respectivos extratos. De modo 
semelhante, as Figuras 3 (A-D) ilustram os resultados para a linhagem K-562, 
enquanto as Figuras 4 (A-D) demonstram os dados para a linhagem Daudi, e as 
Figuras 5 (A-D), com as células REH.  
Face aos resultados obtidos, observou-se que, primeiramente, para as 
células HL-60 (Figura 2), nenhum dos extratos avaliados influenciou sua 
proliferação nas doses de 0,1 a 10 µg/ml, permanecendo o número de células 
recuperadas nas culturas muito próximo daquele obtido para a população não 
































Figura 2. Efeito in vitro do extrato hidroalcoólico de Rauvolfia sellowii (A), Himatanthus lancifolius (B), Casearia sylvestris (C) e Bauhinia 
microstachya (D) sobre a proliferação e a viabilidade de células HL-60. Cada barra representa a média±1EPM do número de células recuperadas 
para as concentrações indicadas de, pelo menos, três experimentos independentes, realizados em triplicata, enquanto a curva representa a viabilidade 
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Figura 3. Efeito in vitro do extrato hidroalcoólico de Rauvolfia sellowii (A), Himatanthus lancifolius (B), Casearia sylvestris (C) e Bauhinia 
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as concentrações indicadas de, pelo menos, três experimentos independentes, realizados em triplicata, enquanto a curva representa a viabilidade 






















Figura 4. Efeito in vitro do extrato hidroalcoólico de Rauvolfia sellowii (A), Himatanthus lancifolius (B), Casearia sylvestris (C) e Bauhinia microstachya 
(D) sobre a proliferação e a viabilidade de células Daudi. Cada barra representa a média±1EPM do número de células recuperadas para as concentrações 
indicadas de, pelo menos, três experimentos independentes, realizados em triplicata, enquanto a curva representa a viabilidade média±1EPM dessas células, 
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Figura 5. Efeito in vitro do extrato hidroalcoólico de Rauvolfia sellowii (A), Himatanthus lancifolius (B), Casearia sylvestris (C) e Bauhinia 
microstachya (D) sobre a proliferação e a viabilidade de células REH. Cada barra representa a média±1EPM do número de células recuperadas para 
as concentrações indicadas de, pelo menos, três experimentos independentes, realizados em triplicata, enquanto a curva representa a viabilidade 
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Já na dose de 100 µg/ml, o único extrato a promover significativa queda na 
proliferação de células HL-60 em relação ao grupo controle foi o de pau-pra-tudo 
(Figura 2A), com 2,07 ± 0,11 x106 (p<0,05) células recuperadas. A 1000 µg/ml, 
observou-se, para todos os extratos (Figura 2A-D), redução significativa no 
número dessas células quando comparados ao controle. Ou seja, nesta 
concentração, o número de células recuperadas para o extrato de pau-pra-tudo foi 
de 2,22 ± 0,14 x106 (p<0,05); de 1,82 ± 0,19 x106 (p<0,05) para o de guaçatonga, 
e de 1,45 ± 0,10 x106 (p<0,05) para o de escada-de-macaco (Figura 2D), 
enquanto que para o extrato de agoniada não foi possível a recuperação de 
células. 
Ao se investigar mais detalhadamente essa atividade, observou-se que a 
1000 µg/ml, a mesma estava associada a um efeito tóxico dos extratos sobre as 
células leucêmicas, evidenciado pelo teste de exclusão com azul de tripan. Ou 
seja, para o extrato de agoniada (Figura 2B), nenhuma célula viável pode ser 
recuperada (p<0,001). Já para os extratos de escada-de-macaco (Figura 2D) e de 
pau-pra-tudo (Figura 2A), o efeito citotóxico, embora significativo (p<0,001 para 
todos; n=4), não exerceu a mesma intensidade, pois, nesta mesma dose, 70,4 ± 
3,2 % e 69,5 ± 3,2 % das células, respectivamente, permaneceram viáveis, 
quando comparado ao efeito mais drástico demonstrado pelo extrato de 
guaçatonga (Figura 2C), onde somente 38,7 ± 3,7 % das células não 
incorporaram o corante.  
Em contraste com o relevante efeito tóxico observado para esses extratos 
a 1000 µg/ml, 92,5 ± 1,0 % de células viáveis foram observadas para o extrato de 
pau-pra-tudo a 100 µg/ml, sugerindo um efeito inibidor real deste extrato sobre a 
proliferacão de células HL-60 (Figura 2A).  
Com relação às células K-562, efeito citotóxico também na concentração 
de 1000 µg/ml foi observado para todos os extratos, com viabilidade inferior a 
<1% (p<0,001) para o de agoniada (Figura 3B), de onde também não foi possível 
recuperar células viáveis, e de 60,4 ± 1,5 % (p<0,001), 68,4 ± 4,1 % (p<0,001) e 
90,4 ± 0,9 % (p<0,05), respectivamente, para os de guaçatonga (Figura 3C), pau-
pra-tudo (Figura 3A) e escada-de-macaco (Figura 3D). O número de células 
recuperadas nesta mesma dose, respectivamente para os outros extratos, foi de 





Para o extrato de agoniada (Figura 3B), nas doses entre 1 µg/ml e 100 
µg/ml observou-se redução significativa na proliferação de células K-562 em 
relação ao controle (2,42 ± 0,13 x106 células), com 2,22 ± 0,12 x106, 1,75 ± 0,09 
x106 (p<0,001), 1,87 ± 0,08 x106 (p<0,05) e 1,69 ± 0,07 x106 (p<0,001) células 
recuperadas, respectivamente. Para as doses 1 e 10 µg/ml, 93,5 ± 0,8 %, 94,8 ± 
0,4 % e 88,3 ± 0,7 %, respectivamente, das células reagiram negativamente com 
o corante azul de tripan, implicando estarem vivas. Em contraste com a ausência 
de efeito observada para os extratos de pau-pra-tudo (Figura 3A) e de escada-de-
macaco (Figura 3D), o extrato de guaçatonga (Figura 3C), a 0,1 e 1 µg/ml, reduziu 
significativamente o número de células K-562 recuperadas em relação ao controle 
(2,42 ± 0,14 x106; 95,1 ± 0,5 %), com 1,83 ± 0,09 x106 (p<0,05) e 1,8 ± 0,09 x106 
células (p<0,05), respectivamente, com viabilidade de 94,7 ± 0,7 e 94,6 ± 0,6 %. 
Ao investigar o efeito desses extratos sobre a proliferação de células Daudi 
(Figura 4A-D), de modo semelhante ao relatado para as linhagens HL-60 e K-562, 
a dose de 1000 µg/ml de todos os extratos incluídos neste trabalho inibiu 
significativamente sua proliferação por efeito tóxico, sendo que o de agoniada foi 
o que demonstrou atividade mais potente (Figura 4B), eliminando todas as 
células, seguido pelo de guaçatonga (54,2 ± 3,2 %; p<0,001), pau-pra-tudo (74,2 
± 1,5 %; p<0,001) e, finalmente, o de escada-de-macaco (83 ± 0,6 %; p<0,001). 
Em doses inferiores, entretanto, observou-se inibição da proliferação para 
todos os extratos, uma vez que a viabilidade média das células permaneceu muito 
próxima àquela encontrada para os respectivos controles (>90 %). Neste 
contexto, o extrato de pau-pra-tudo inibiu a proliferação celular nas doses de 0,1 a 
100 µg/ml (Figura 4A), sendo inclusive significativa entre 0,1 e 10 µg/ml, com 2,07 
± 0,10 x106, 2,15 ± 0,05 x106 e 2,24 ± 0,08 x106 células recuperadas, 
respectivamente, em relação ao valor de 2,66 ± 0,13 x106 células observado para 
a população controle (p<0,05 para todos). 
Para o extrato de agoniada (Figura 4B), o efeito inibidor observado foi 
dependente da dose e significativo para as concentrações de 0,1 a 100 µg/ml, 
com 2,24 ± 0,07 x106 (p<0,05), 2,12 ± 0,10 x106 (p<0,001), 2,05 ± 0,07 x106 
(p<0,001), e 1,66 ± 0,08 x106 (p<0,001) células recuperadas, respectivamente, em 
relação a 2,73 ± 0,13 x106 células observadas para a população controle. Porém, 
o efeito observado a 100 µg/ml foi de natureza tóxica, pois somente 1,66 ± 0,08 % 





Para os extratos de guaçatonga (Figura 4C) e de escada-de-macaco 
(Figura 4D), inibição significativa foi observada somente na concentração de 1 
µg/ml, com 1,91 ± 0,07 x106 e 1,98 ± 0,07 x106 células recuperadas, 
respectivamente, em relação a 2,56 ± 0,14 x106, 2,38 ± 0,12 x106 células 
observadas em relação  aos respectivos controles (p<0,05 para todos). 
Com relação à linhagem linfóide REH (Figura 5A-D), citotoxicidade 
evidente com os extratos de agoniada (Figura 5B) e de guaçatonga (Figura 5C) foi 
observada, com queda da viabilidade celular a < 1 % na concentração de 1000 
µg/ml. O extrato de agoniada (Figura 5B) ainda reduziu, de forma significativa em 
relação ao controle (3,44 ± 0,12 x106 células), a proliferação de células REH nas 
concentrações de 10 (2,81 ± 0,08 x106 células; p<0,05) e 100 µg/ml (1,90 ± 0,15 
x106 células; p<0,001), acompanhada na queda significativa da viabilidade celular, 
com valores de 88,3 ± 3,2 % e 88,6 ± 1,4 %, respectivamente (p<0,05 para 
ambos). 
Os extratos de pau-pra-tudo (Figura 5A) e de escada-de-macaco (Figura 
5D) também inibiram a proliferação celular a 1000 µg/ml devido a efeito tóxico, 
porém de forma menos pronunciada, observando-se viabilidades médias de 28,0 
± 1,9 e 49,8 ± 2,8 %, respectivamente. Em contraste, o extrato de guaçatonga 
(Figura 5C) inibiu de fato a proliferação de células REH nas doses de 10 µg/ml e 
100 µg/ml, com somente 2,76 ± 0,09 x106 (p<0,05) e 2,40 ± 0,10 x106 (p<0,001) 
células recuperadas, respectivamente, em relação a 3,38 ± 0,12 x106 células 
observadas para o controle. 
Nesta série de experimentos foi possível observar que concentrações 
elevadas dos extratos investigados têm a habilidade de inibir a proliferação celular 
das linhagens leucêmicas incluídas neste estudo, independente de sua origem 
linfóide ou mielóide por serem tóxicos. Entretanto, em concentrações inferiores, 
essa atividade foi diferenciada entre as linhagens. Por exemplo, enquanto a 
linhagem K-652 sofreu efeitos significativos dos extratos de agoniada e 
guaçatonga, as células HL-60 demonstraram serem as menos sensíveis à ação 
de todos os extratos. Em contraste, as células de origem linfóide demonstraram 
maior sensibilidade à ação desses extratos. 
Dos extratos investigados, o extrato de escada-de-macaco foi o que teve 
ação menos pronunciada sobre a proliferação celular das linhagens estudadas, 





demonstrou ter maior habilidade em inibir essa atividade. Além disso, sua ação 
tóxica também foi a mais evidente, corroborando com o trabalho recente de 
Machado Junior e colegas (2006), que relataram ação semelhante sobre 
leucócitos humanos. Em concentrações inferiores, inibiu de forma significativa a 
proliferação e o potencial clonogênico de maneira dose-dependente da linhagem 
K-562, inibindo também as linhagens Daudi e REH. Como não há relatos sobre o 
potencial biológico deste extrato, de compostos isolados desta espécie ou mesmo 
de plantas do gênero Himatanthus sobre células cancerosas, estes resultados 
vêm, pela primeira vez, apontar o H. lancifolius como uma planta medicinal com 
potencial ação farmacológica sobre células leucêmicas, a qual deve ser melhor 
explorada. 
Estudos que relacionam a atividade biológica do extrato da planta R. 
sellowii (pau-pra-tudo) sobre células cancerosas também são inexistentes. 
Entretanto, alcalóides isolados de R. serpentina já demonstraram atividade 
citotóxica contra a linhagem HL-60 (Itoh et al., 2005). Mais recentemente, estudo 
com o extrato padronizado para alcalóides β-carbolínicos de R. vomitoria 
demonstrou sua capacidade em suprimir o crescimento de uma linhagem de 
células de câncer de próstata humano (Bemis et al., 2006). Em nosso estudo, de 
forma particular, o extrato hidroetanólico de pau-pra-tudo exibiu citotoxicidade 
contra as linhagens linfóides Daudi e REH, e inibiu significativamente a 
proliferação de células provenientes de leucemia promielocítica aguda (HL-60). 
Em contraste, relatos das propriedades anti-neoplásicas de C. sylvestris 
(guaçatonga) tiveram início já na década de 80, quando atividades anti-tumorais e 
citotóxicas sobre sarcomas de camundongos de seus diterpenos clerodanos 
foram descritas (Itokawa et al., 1990; Itokawa et al., 1988), como já citado na 
introdução deste trabalho. Em trabalhos posteriores, foi demonstrado que 
casearinas isoladas da planta também exibiam atividades anti-tumorais e 
citotóxicas contra tumores cancerosos humanos (Morita et al., 1991). Mais 
recentemente, Oberlies e colaboradores descreveram três novas casearinas 
isoladas das folhas e do caule da guaçatonga com toxicidade sobre células 
tumorais ovarianas, de pulmão e de cólon (Oberlies et al., 2002). Citotoxicidade 
de compostos isolados de C. arborea foi demonstrada sobre células SF 539 e 
LOX IMVI (Beutler et al., 2000), assim como de diterpenos clerodanos de C. 
lucida, sobre células A-2780 (Sai Prakash et al., 2002); compostos isolados da 





PC-3, de câncer de próstata humano (Huang et al., 2004), exerceram toxicidade 
sobre células HT-29, provenientes de adenocarcinoma de cólon humano, e sobre 
células P-388, derivadas de leucemia linfocítica de camundongo (Chang et al., 
2003). Glicosídeos fenólicos isolados de C. multinervosa foram testados em 
ensaios de citotoxicidade sobre células P-388, demonstrando atividade moderada 
(Ashik et al., 2006), e compostos isolados de C. nigrescens (Williams et al., 2007) 
e de C. grewiifolia (Kanokmedhakul et al., 2007) sobre linhagens cancerosas 
humanas como a A-2780, também já foram relatadas. Os resultados aqui 
apresentados para a C. sylvestris, além do fato de estarem sendo relatados pela 
primeira vez, vêm adicionar novas linhagens tumorais sensíveis à ação do 
gênero, aumentando ainda mais o seu já amplo repertório de atividades 
relacionadas ao potencial anti-neoplásico. 
Como citado anteriormente, algumas plantas do gênero Bauhinia exibem 
citotoxicidade sobre células cancerosas. Por exemplo, atividade anti-tumoral já foi 
descrita para as espécies B. tomentosa e B. purpurea (Hartwell, 1982). Ensaios 
realizados com compostos isolados das raízes de B. saccocalyx auxiliaram na 
descoberta das propriedades citotóxicas sobre células cancerosas humanas de 
pulmão, mama e cavidade oral (Apisantiyakom et al., 2004). O extrato etanólico 
de B. variegata foi capaz de suprimir tumores hepáticos induzidos em ratos, além 
de exercer citotoxicidade contra linhagens cancerosas humanas, como HEp2 
(câncer de laringe) e HBL-100 (câncer de mama) (Rajkapoor et al., 2006). Um 
composto isolado das folhas da planta B. forficata, conhecida popularmente como 
pata-de-vaca, exibiu efeito antiproliferativo sobre células HeLa (câncer cervical 
humano), alterando o ciclo celular, mantendo-as na fase G1 (Lim et al., 2006). 
Compostos isolados de B. purpurea com atividade inibitória do crescimento de 
células cancerosas de camundongo (P-388) e humanas (pancreáticas - BXPC3; 
de mama - MCF7; de pulmão - NCIH460; sistema nervoso central - SF268; cólon - 
KM20L2; e próstata -DU145) (Pettit et al., 2006) também já foram relatados.  
Entretanto, para a B. microstachya (escada-de-macaco), mesmo tendo 
recentemente sido considerada como uma importante fonte de antioxidantes 
naturais pelo seu rico conteúdo em polifenóis (Silva et al., 2007), nenhuma 
referência quanto ao seu potencial anti-neoplásico foi encontrado. Portanto, os 
resultados com referência ao seu efeito tóxico somente sobre células leucêmicas 
de origem linfóide, pela primeira vez relatado, demonstra um potencial seletivo 






4.1.2 Efeito dos extratos de pau-pra-tudo, agoniada, guaçatonga e escada-de-
macaco sobre o potencial clonogênico de linhagens leucêmicas 
Quando se avalia o potencial de um agente ou de misturas complexas, 
como os extratos neste trabalho, sobre linhagens celulares, é necessário estar 
alerta para o fato de que, muitas vezes, o efeito pode demorar horas, dias ou 
mesmo semanas para ser observado, havendo assim a necessidade de ensaios 
de período mais prolongado, onde se avaliem eventos não só sobre a 
sobrevivência da população sob estudo, mas também sobre sua capacidade 
funcional. 
Ensaios de proliferação celular, medidos através da contagem do número 
de células após um período de incubação pré-estabelecido com o agente em 
estudo, são úteis para indicar o potencial das células em questão em termos de 
sobrevivência. Já os ensaios de viabilidade são usados para medir a proporção 
de células viáveis após um procedimento traumático, de natureza física, biológica 
ou química, e em geral se baseiam na ruptura da integridade da membrana 
celular, a qual é determinada pela incorporação de um corante, como o azul de 
tripan usado neste estudo, ao qual a célula íntegra é refratária. 
Entretanto, o fato de uma célula estar viável não é suficiente para atestar 
sua capacidade funcional. Neste contexto, quando se estuda uma população de 
células primitivas que têm a capacidade de exercer diferentes funções quando 
inseridas em um sistema metodológico apropriado, efeitos sobre a proliferação 
celular devem ser também investigados por meio de experimentos que avaliem a 
capacidade regenerativa (ou replicativa) dessas células, como os ensaios 
clonogênicos. 
Como já referido na introdução deste estudo, esses ensaios são sistemas 
de cultura in vitro, onde células progenitoras, na presença de uma combinação de 
citocinas específicas para cada linhagem celular, formam colônias distintas 
morfologicamente, cuja composição celular é variada, podendo originar células 
em diferentes estágios de maturação, desde as mais primitivas até aquelas 
fenotipicamente diferenciadas.  
Tendo em vista o fato de que os extratos inibiram de forma variada, mas 
significativa, a proliferação de células leucêmicas e objetivando uma análise mais 
detalhada sobre a ação desses extratos sobre a funcionabilidade dessas células, 





e Daudi. É preciso destacar o fato de que, por problemas de natureza técnica, 
somente para as linhagens mielóides foi possível estabelecer condições 
experimentais adequadas que promovessem a geração de colônias in vitro, 
permitindo inclusive análise estatística dos resultados. Por outro lado, para a 
linhagem Daudi, foi desenvolvido um protocolo experimental específico, uma vez 
que não foi possível encontrar, na literatura consultada, protocolos experimentais 
que direcionassem tais ensaios. Entretanto, não foi possível desenvolver um 
número mínimo de ensaios que permitissem avaliar a significância dos resultados. 
Portanto, os resultados referentes aos efeitos dos extratos sobre o potencial 
clonogênico para esta linhagem, embora apresentados, sua análise manteve-se 
em nível de tendências dos efeitos observados. 
Assim, o efeito dos extratos sobre a capacidade dessas linhagens em 
formar colônias típicas foi avaliado através do seu cultivo em meio semi-sólido 
enriquecido com citocinas recombinantes, e exposição aos extratos somente nas 
concentrações que promoveram inibição significativa da proliferação nos ensaios 
anteriores. Ou seja, enquanto as células HL-60 foram expostas, por sete dias, ao 
extrato de pau-pra-tudo a 100 µg/ml, as células K-562 foram tratadas com 1, 10 e 
100 µg/ml do extrato de agoniada e com 0,1 e 1 µg/ml do extrato de guaçatonga 
pelo mesmo período. Já as células Daudi foram expostas às doses de 0,1, 1 e 10 
µg/ml do extrato de pau-pra-tudo, a 0,1 a 10 µg/ml do de agoniada, a 1 µg/ml do 
de guaçatonga, e a 1 µg/ml do de escada-de-macaco. Após o período de cultivo, 
as colônias formadas foram visualizadas e enumeradas em microscópio invertido 
e os resultados estão apresentados na Figura 6 para células HL-60, Figuras 7 e 8 
para células K-562, e Figuras 9 à 12, para células Daudi . 
Para as células HL-60 tratadas com o extrato de pau-pra-tudo (Figura 6), 
observou-se redução significativa do número de colônias formadas (104 ± 19,8; 
p<0,05) em relação ao controle (124,2 ± 23,5 colônias). Da mesma forma, o 
número de colônias observado para células K-562 tratadas com o extrato de 
agoniada (Figura 7), quando comparado à população controle, para a qual 176,6 
± 13,3 colônias foram observadas, diminuiu de forma significativa, de acordo com 
a dose. Ou seja, enquanto a 1 e 10 µg/ml, somente 138,8 ± 12,1 (p<0,05) e 105,3 
± 2,0 colônias (p<0,001), respectivamente, foram geradas (n=3), a 100 µg/ml não 





(Figura 8), embora de modo não significativo, observou-se também diminuição no 














Figura 6. Efeito do extrato de Rauvolfia sellowii sobre o potencial clonogênico de 
células HL-60. Células HL-60 foram expostas ao extrato de pau-pra-tudo em meio semi-
sólido por 7 dias, a 37ºC, em atmosfera úmida e 5% CO2. Cada barra representa a 
média±1EPM do número de colônias geradas para as concentrações indicadas de, pelo 

















Figura 7. Efeito do extrato de Himatanthus lancifolius sobre o potencial clonogênico 
de células K-562. Células K-562 foram expostas, por 7 dias, a 37ºC, em atmosfera úmida e 
5 % CO2.ao extrato de agoniada nas doses indicadas, em meio semi-sólido. Cada barra 
representa a média±1EPM do número de colônias formadas de, pelo menos, três 
























































controle 0,1 1,0 10,0








































Figura 8. Efeito do extrato de Casearia sylvestris sobre o potencial clonogênico de 
células K-562. Células K-562 foram expostas ao extrato de guaçatonga nas doses indicadas 
em meio semi-sólido por 7 dias, a 37ºC, em atmosfera úmida e 5 % CO2. Cada barra 
representa a média±1EPM do número de colônias formadas de, pelo menos, três 




Em contraste com as linhagens mielóides, para as células Daudi, a 
metodologia empregada levou à formação não só de colônias, mas também de 
pequenos aglomerados contendo <50 células, os quais foram enumerados como 
agrupamentos. 
Como ilustrado na Figura 9, enquanto para a população controle observou-
se 120,5 ± 7,8 colônias e 116,5 ± 44,5 agrupamentos, tratamento com doses 
crescentes do extrato de pau-pra-tudo levou a uma diminuição proporcional desse 
valor, com 74,5 ± 2,1, 80,5 ± 14,8 e 56,5 ± 7,8 colônias, respectivamente, para 
0,1, 1 e 10 µg/ml do extrato, e aumento do número de agrupamentos (106,0 ± 






























Figura 9. Efeito do extrato de Rauvolfia sellowii sobre o potencial clonogênico de 
células Daudi. Células Daudi foram expostas ao extrato de pau-pra-tudo nas doses 
indicadas em meio semi-sólido por 7 dias, a 37ºC, em atmosfera úmida e 5 % CO2. Cada 





Já o tratamento dessas células com o extrato de agoniada (Figura 10) 
levou a redução do número de colônias (e de agrupamentos), com somente 19 ± 
4,2 (121,5 ± 94), 9,0 ± 4,2 (64,5 ± 65,8) e 7,0 ± 4,2 colônias (58,5 ± 50,2) a 0,1, 1 
e 10 µg/ml do extrato, respectivamente. Na dose de 100 µg/ml, este extrato foi 
capaz de inibir completamente a formação de colônias ou agrupamentos. 
Da mesma forma, os extratos de guaçatonga (Figura 11) e escada-de-
macaco (Figura 12) inibiram a formação de colônias (51,0 ± 26,9 colônias), sem 
influenciar o número de agrupamentos formados. 
Recapitulando alguns dos perfis demonstrados com os ensaios iniciais de 
proliferação e mesmo com um número pequeno de experimentos, os extratos de 
pau-pra-tudo, agoniada, guaçatonga e escada-de-macaco também foram capazes 
de inibir a formação de colônias de progenitores leucêmicos em meio semi-sólido, 
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Figura 10. Efeito do extrato de Himatanthus lancifolius sobre o potencial 
clonogênico de células Daudi. Células Daudi foram expostas ao extrato de agoniada 
nas doses indicadas em meio semi-sólido por 7 dias, a 37ºC, em atmosfera úmida e 5 
% CO2. Cada barra representa a média±1EPM do número de colônias e agrupamentos 




















Figura 11. Efeito do extrato de Casearia sylvestris sobre o potencial clonogênico 
de células Daudi. Células Daudi foram expostas ao extrato de guaçatonga nas doses 
indicadas em meio semi-sólido por 7 dias, a 37ºC, em atmosfera úmida e 5 % CO2. 
Cada barra representa a média±1EPM do número de colônias e agrupamentos 























Figura 12. Efeito do extrato de Bauhinia microstachya sobre o potencial 
clonogênico de células Daudi. Células Daudi foram expostas ao extrato de escada-
de-macaco nas doses indicadas em meio semi-sólido por 7 dias, a 37ºC, em atmosfera 
úmida e 5 % CO2. Cada barra representa a média±1EPM do número de colônias e 




Entretanto, em nenhum dos experimentos realizados para as linhagens 
mielóides foi possível notar alteração do tamanho, da cor ou da morfologia das 
colônias, independente do extrato avaliado. Da mesma forma, citocentrifugados 
preparados das células dessas colônias corados com MGG não demonstraram 
alterações perceptíveis em sua morfologia. Ao contrário, observou-se a presença 
de células que se assemelhavam às do inóculo original. Este aspecto se repetiu 
ao se analisar citocentrifugados preparados das mesmas células tratadas com os 
extratos, mas mantidas em suspensão (aqui denominados ensaios de 
proliferação). 
Este conjunto de informações nos levou a observar a topografia dessas 
células por citometria de fluxo, uma metodologia bastante útil que permite 
análises múltiplas e independentes das características físicas e químicas das 
células, as quais são individualmente conduzidas em um canal de corrente fluida 
que intercepta um ou mais feixes de luz provenientes de um raio laser. As células, 
ao passarem pelos raios, causam dispersão da luz em várias direções, as quais 

































1994). Dessa forma, o feixe de luz que passa pela partícula com um mínimo de 
desvio está relacionado ao tamanho da célula (FSC – forward light scatter), 
enquanto aquele que capta o desvio ortogonal aos eixos do fluido celular e do raio 
laser (SSC – side light scatter) relaciona-se com a complexidade interna celular, 
em particular a granularidade e a forma nuclear (Macey, 1994; Shapiro, 1985). 
Ainda, esta técnica analisa rapidamente, com maior acuracidade, um número 
muito superior de células. 
Assim, células mielóides foram submetidas ao mesmo protocolo 
experimental de tratamento, onde células HL-60 foram expostas a 100 µg/ml de 
extrato de pau-pra-tudo, enquanto células K-562 foram tratadas com 10 µg/ml de 
extrato de agoniada e com 1 µg/ml do extrato de guaçatonga, por 48 horas, a 37 
ºC, em atmosfera úmida com tensão de 5% de CO2. Após incubação, seus 
atributos referentes ao volume/tamanho (FSC) e complexidade interna (SSC) 
foram analisados em um citômetro de fluxo FACS Calibur, conforme descrito na 
seção de Material e Métodos, cujos dados obtidos para três experimentos 
independentes compõem a Tabela 2. 
 
 
Tabela 2. INFLUÊNCIA DOS EXTRATOS DE PAU-PRA-TUDO, AGONIADA E 
GUAÇATONGA SOBRE A MORFOLOGIA DE CÉLULAS LEUCÊMICAS, AVALIADA POR 
CITOMETRIA DE FLUXO. 
 















FSC SSC FSC SSC FSC SSC FSC SSC FSC SSC 
1 424,41 610,89 490,67 607,24 411,26 547,53 385,56 553,59 370,11 565,39 
2 713,45 728,52 808,90 743,54 820,78 455,85 NR NR 807,00 459,30 
3 809,40 712,79 930,52 706,91 794,98 680,29 774,60 709,13 756,55 689,42 
 
 
Cada valor representa a média geométrica (M) do volume das linhagens celulares, obtida por citometria 
de fluxo, de três experimentos independentes, após exposição por 48 h, a 37 ˚C, aos extratos 




Para a linhagem HL-60, a exposição ao extrato de pau-pra-tudo levou ao 
aumento do volume das células, evidenciado não só pelo aumento da média 





deslocamento sofrido pelas células tratadas para a direita dos histogramas 
(Figura 13-A). Entretanto, este tratamento não alterou sua complexidade interna, 


























Figura 13. Influência do extrato de Rauvolfia sellowii sobre a morfologia de células HL-60. 
Células HL-60 foram tratadas por 48 h, a 37 ˚C, com 100 µg/ml de extrato de pau-pra-tudo e 
seu tamanho (FSC-A) e complexidade interna (SSC-B) comparados com células não-tratadas 
(vermelho), observados em histogramas (preto) obtidos em um citômetro de fluxo FACS 
Calibur, onde um mínimo de 104 eventos, obtidos de três experimentos independentes (Exp.) 
foram analisados. M1 e M2 representam a média geométrica dos picos relativos às populações 






Em contraste, para as células K-562, tanto a exposição ao extrato de 
guaçatonga (Figura 14) como ao de agoniada (Figura 15) promoveram diminuição 
do tamanho celular, com praticamente nenhuma alteração de sua complexidade 
interna, corroborando com as observações citomorfológicas descritas. 
 
 























Figura 14. Influência do extrato de Casearia sylvestris sobre a morfologia de células K-562. 
Células K-562 foram tratadas por 48 h, a 37 ˚C, com 1 µg/mL de extrato de guaçatonga e seu 
tamanho (FSC-A) e complexidade interna (SSC) comparados com células não-tratadas 
(vermelho), observados em histogramas (preto) obtidos em um citômetro de fluxo FACS Calibur, 
onde um mínimo de 104 eventos, obtidos de três experimentos independentes (Exp.) foram 
analisados. M1 e M2 representam a média geométrica dos picos relativos às populações controle 




4.1.3 Ensaios de diferenciação/maturação celular 
O conjunto de experimentos realizados e os resultados obtidos indicaram 
que os extratos estudados têm influência, de fato, na proliferação celular das 
linhagens leucêmicas incluídas neste trabalho e que as mesmas mantêm-se 
funcionalmente viáveis, confirmada pela capacidade de gerar colônias in vitro 












































Figura 15. Influência do extrato de Himatanthus lancifolius na morfologia de células K562. 
Células K562 foram tratadas por 48 h, a 37 ˚C, com 10 µg/mL de extrato de agoniada e seu 
tamanho (FSC-A) e complexidade interna (SSC-B) comparados com células não-tratadas 
(vermelho), observados em histogramas (preto) obtidos em um citômetro de fluxo FACS Calibur, 
onde um mínimo de 104 eventos, obtidos de dois experimentos independentes (Exp.) foram 
analisados. M1 e M2 representam a média geométrica dos picos relativos às populações controle 
e tratada, respectivamente. 
 
 
Entretanto, apesar de que pequenas alterações relacionadas ao volume 
celular foram observadas nos ensaios por citometria de fluxo, na análise 
morfológica dessas populações em citocentrifugados corados observou-se 
manutenção do aspecto morfológico semelhante ao do inóculo inicial, 
independente do tratamento com os extratos, sugerindo que os mesmos não têm 
a habilidade de induzir diferenciação/maturação nessas populações, ou seja, que 
estimulem essas células a estágios maturacionais mais avançados, que possam 
ser morfologicamente reconhecidos. 
É importante lembrar que a diferenciação celular constitui-se de um 
mecanismo complexo que envolve a ação seletiva de genes, resultando no 
aparecimento de células fenotipicamente diferentes, com características de 
células maduras funcionais in vivo, a partir de um precursor genotipicamente 
comum (Freshney, 2000). Neste contexto, células HL-60, na presença de 







dimetilsulfóxido (Collins et al., 1978), ácido retinóico (Breitman et al., 1980) ou 
actinomicina D (Collins et al., 1980), adquirem a capacidade de se diferenciar em 
células da linhagem granulocítica. 
Células K-562, por sua vez, possuem muitas características de precursores 
eritróides e expressam proteínas presentes em eritrócitos humanos, incluindo a 
espectrina e a glicoforina A (Gahmberg et al., 1979; Yurchenco e Furthmayr, 
1980).  Estimuladas com hemina, butirato ou timidina, produzem as hemoglobinas 
dos tipos fetal e embrionária (Benz et al., 1980; Rutherford et al., 1979). Já a 
linhagem Daudi, quando cultivada na presença de teofilina, sofre diferenciação 
em plasmócitos produtores de imunoglobulinas (Sandlund et al., 1993). 
Baseando-se nessas propriedades e com a finalidade de se observar mais 
detalhamente essa indicação de manutenção de características de células 
semelhantes ao inóculo inicial, uma nova série de experimentos utilizando essas 
linhagens em suspensão foi realizada, usando-se em paralelo agentes indutores 
de diferenciação para cada uma das linhagens, como o DMSO, a hemina e a 
teofilina como controle dos procedimentos. 
Os resultados mostraram que, de fato, tratamento de células HL-60 com o 
extrato de pau-pra-tudo (100 µg/ml) não foi capaz de induzir a 
diferenciação/maturação destas células em nenhum tipo celular pertencente à 
linhagem granulocítica, em contraste com a população tratada com DMSO, cujas 
características histoquímicas de células pertencentes à linhagem mielóide estão 
ilustradas na Figura 16. Após coloração com Negro de Sudão B, observou-se a 
presença de grânulos lipofílicos no citoplasma da maioria das células tratadas em 
comparação à clássica morfologia de blastos da população controle. 
De forma semelhante, os extratos de agoniada (1, 10 e 100 µg/ml) e de 
guaçatonga (0,1 e 1µg/ml) não foram capazes de induzir diferenciação eritróide 
em células K-562, como observado para as tratadas com cloreto de hemina (3 
mM), onde a presença de hemoglobina, característica exclusiva de células 
eritróides, foi revelada após coloração com benzidina (Figura 17). 
Resultados semelhantes foram observados para as células Daudi quando 
expostas aos extratos de pau-pra-tudo (0,1- 10 µg/ml), agoniada (0,1- 100 µg/ml), 
guaçatonga (1 µg/ml) e escada-de-macaco (1 µg/ml), onde somente o tratamento 

















Figura 16. Ação do dimetilsulfóxido sobre células HL-60. Células HL-60 foram cultivadas na 
presença de dimetilsulfóxido (1,25 %) por 4 dias, a 37 °C e 10% de CO2 (A). Citocentrifugados 
corados com Negro de Sudão B e contra-corados com MGG demonstraram a presença de 
grânulos lipofílicos característicos dispersos no citoplasma da maioria das células (setas 
vermelhas), indicando sua diferenciação granulocítica, em meio a blastos indiferenciados (setas 











Figura 17. Ação da hemina sobre células K-562. Células K-562 foram cultivadas na 
presença de cloreto de hemina (3 mM) por 4 dias, a 37 °C e 10% de CO2 (A). Citocentrifugados 
corados com Benzidina e contra-corados com MGG demonstraram a presença de células 
eritróides, caracterizadas pela presença de pigmento marrom da hemoglobina no citoplasma 
das células (setas vermelhas), indicando sua diferenciação eritróide, em meio a blastos 











Figura 18. Ação da teofilina sobre células Daudi. Células Daudi foram cultivadas na presença 
de teofilina (7 mM) por 4 dias, a 37 °C e 10% de CO2  (A). Citocentrifugados corados com MGG 
demonstraram a presença de células com morfologia característica de plasmócitos (setas 
vermelhas), com cromatina condensada em um núcleo excêntrico, circundado por citoplasma 
intensamente basófilo, que se desenvolveram em meio a blastos indiferenciados (setas negras), 








Coletivamente esses resultados confirmaram que nenhum dos extratos 
estudados foi capaz de modificar a morfologia celular do inóculo inicial 
apresentado pelas linhagens leucêmicas selecionadas para este trabalho. 
 
4.1.4 Avaliação de apoptose por citometria de fluxo 
Interessante se faz ressaltar que, para as células das linhagens mielóides 
mantidas em suspensão, ao lado de poucas figuras de mitose, algumas células 
apresentaram características apoptóticas, particularmente com relação à 
condensação da cromatina e fragmentação do núcleo, como ilustrado para as 
células HL-60 na Figura 19, após exposição ao extrato de pau-pra-tudo. Esta 
observação nos levou a investigar se os extratos não estariam interferindo no 













Figura 19. Influência do extrato de Rauvolfia sellowii sobre a morfologia de células HL-60. 
Citocentrifugados de células HL-60 tratadas com extrato de pau-pra-tudo por 48 horas, a 37 °C, 
corados com May-Grünwald-Giemsa revelaram a presença de figuras de mitose (seta vermelha) e 




Para tanto, células tratadas com os extratos por 48 horas foram marcadas 
com a proteína anexina V conjugada ao isotiocianato de fluoresceína (anexina V-
FITC) e com o corante 7-AAD e, em seguida, analisadas por citometria de fluxo. 
Essas duas substâncias foram usadas porque permitem analisar, 





estudo simultaneamente. Isso está relacionado ao fato de que a anexina V tem 
elevada afinidade pela fosfatidilserina presente na porção interna da membrana 
citoplasmática de células íntegras. Considerando que a externalização da 
fosfatidilserina ocorre nos estágios precoces da apoptose, a marcação das células 
com anexina V-FITC poderia identificar o fenômeno da apoptose mais 
precocemente do que ensaios baseados em alterações nucleares, como a 
fragmentação do DNA, por exemplo (Koopman et al., 1994; Vermes et al., 1995). 
Assim, a marcação com anexina V-FITC precede a perda da integridade da 
membrana que acompanha os estágios mais precoces de morte celular, 
resultando em apoptose e/ou necrose. 
Já o 7-AAD é um corante que se intercala entre as bases guanidina e 
citosina do DNA, podendo ser utilizado para exclusão de células não viáveis nos 
ensaios que utilizam a citometria de fluxo. O uso simultâneo desses agentes é 
possível pela ausência de sobreposição espectral entre as emissões 
fluorescentes do 7-AAD e do FITC, pois este emite fluorescência em 513-530 nm 
(Vermes et al., 1995), sendo detectada no canal FL1-H dos citômetros, enquanto 
o 7-AAD emite fluorescência em 650 nm, na faixa vermelho do espectro (Cowden 
e Curtis, 1981; Schmid et al., 1992; Zelenin et al., 1984), sendo detectado no 
canal FL3-H. 
A Figura 20 mostra os dados, obtidos por citometria de fluxo, de três 
experimentos independentes, onde se observa, em gráficos de pontos, a 
distribuição de células HL-60 após 48 horas de exposição ao extrato de pau-pra-
tudo a 100 µg/ml e, em seguida, marcadas com anexina V-FITC e 7-AAD. 
Para os três experimentos realizados, foi possível observar semelhança 
entre o padrão apresentado pelas células não tratadas (controle) com o daquelas 
expostas ao extrato, tanto com relação a apoptose quanto à necrose. Ou seja, a 
porcentagem de células tratadas com o extrato que estão em apoptose ou em 
necrose é muito semelhante à das células pertencentes à população controle em 













































Figura 20. Extrato de Rauvolfia sellowii e células HL-60: apoptose ou necrose? Células HL-
60 foram tratadas com 100 µg/ml do extrato de pau-pra-tudo por 48 horas, a 37 °C e, em seguida, 
marcadas simultaneamente com anexina V-FITC (FL-1) e 7-AAD (FL-3), e analisadas por 
citometria de fluxo. Os valores nos quadrantes superiores indicam a porcentagem de células em 
apoptose (A e B) ou em necrose (C e D). (A e C) Controle (células não tratadas); (B e D) Células 





O mesmo padrão de comportamento foi observado nos três experimentos 
realizados com as células K-562, porém tratadas com os extratos de agoniada (10 
µg/ml) e de guaçatonga (1 µg/ml), conforme ilustram os gráficos das Figuras 21 e 
22. 
 




































Figura 21. Extrato de C. sylvestris e H. lancifolius e células K-562: apoptose? Células K-562 
foram tratadas com 1 e 10 µg/ml, por 48 horas, a 37 °C, dos extratos de Casearia sylvestris (B) ou 
de Himatanthus lancifolius (C), respectivamente, marcadas com anexina V-FITC (FL1-H) e 
analisadas por citometria de fluxo. Os valores nos quadrantes superiores indicam a porcentagem 
de células em apoptose. (A) Controle (células não tratadas). FSC-H: corresponde a distribuição 





Vários estudos envolvendo extratos de diferentes plantas relatam a morte 
celular programada como o mecanismo responsável pela inibição da proliferação 
de linhagens cancerosas de diferentes origens (Amirghofran et al., 2006b; Chen et 
al., 2007; Jimenez-Medina et al., 2006; Lau et al., 2005; Majewska et al., 2006; 





Sheng et al., 1998; Won et al., 2006), onde pelo menos 30% das células 


































Figura 22. Extrato de C. sylvestris e H. lancifolius e células K-562: necrose? Células K-562 
foram tratadas com 1 µg/ml e 10 µg/ml, por 48 horas, a 37 °C, com os extratos de Casearia 
sylvestris (B) ou de Himatanthus lancifolius (C), respectivamente, marcadas com 7-AAD (FL3-H) e 
analisadas por citometria de fluxo. Os valores nos quadrantes superiores indicam a porcentagem 
de células em necrose. (A) Controle (células não tratadas). FSC-H: corresponde a distribuição 
celular por volume. Cada ponto denota uma célula. 
 
 
Esta série de experimentos demonstrou claramente que os extratos de 
pau-pra-tudo, agoniada e guaçatonga não induzem as linhagens mielóides 
estudadas e, por apresentarem comportamento similar, também as linfóides, ao 
processo de apoptose. Muito pelo contrário, o fato de elas não estarem também 





sofrendo processo de necrose, evidenciado pela presença de poucas células 
coradas pelo 7-AAD, confirma os dados anteriormente descritos com relação à 
baixa toxicidade desses extratos sobre as células HL-60 e K-562. Entretanto, com 
esses experimentos, a ação tóxica do extrato de agoniada ficou melhor 
demonstrada, confirmando alguns dos dados obtidos com os experimentos de 
proliferação. 
Os resultados dos ensaios realizados com linhagens leucêmicas 
comerciais indicaram que os extratos das plantas medicinais utilizadas neste 
trabalho são tóxicos somente em doses elevadas; em menor concentração, 
inibem a proliferação celular, observado tanto para condições experimentais que 
as mantêm em suspensão, como também naquelas que promovem a formação de 
colônias in vitro; ainda, que a morfologia inicial foi mantida em todas as condições 
experimentais utilizadas, comprovada por meio da presença de formas blásticas 
observadas durante análise morfológica de citocentrifugados e de provas 
citoquímicas pertinentes, ao lado da ausência de indicadores de apoptose. Este 
conjunto de dados nos leva a discutir sobre a utilidade desses extratos na 
expansão do número de células hematopoiéticas primitivas normais. 
Há pelo menos duas décadas, vários estudos têm sido propostos com o 
objetivo de expandir as células hematopoiéticas primitivas de pacientes sem 
comprometimento medular em condições sintéticas (denominadas ex vivo), ou 
seja, aumentar o seu número sem, no entanto, promover-lhe diferenciação, 
favorecendo transplantes de medula óssea em pacientes que não possuem 
doadores compatíveis, ou de sangue de cordão umbilical, pelo pequeno número 
de progenitores que possuem. Por exemplo, a literatura relata que o tratamento 
de progenitores CD34+ provenientes de sangue de cordão umbilical com a 
substância FRIL, extraída dos grãos de Phaseolus vulgaris (Kollet et al., 2000) ou 
de Dolichos lablab (Xie e Pei, 2003; Colucci et al., 1999), foi capaz de mantê-las 
indiferenciadas por mais de 30 dias, enquanto que os ensaios clonogênicos 
demonstraram sua capacidade de gerar colônias filhas, também indiferenciadas 
(Kollet et al., 2000), confirmando atividade não só expansora da população, como 
também inibidora da diferenciação celular. 
Dos pacientes que precisam de um transplante de medula óssea, 
independente de sua condição patológica, somente cerca de 25% têm doadores 
compatíveis. O sucesso de um transplante desta natureza está no número de 





receptor, nela encontrar condições que permitam o desenvolvimento de todas as 
suas habilidades funcionais, restaurando o sistema linfo-hematopoiético do 
paciente em poucas semanas. 
Células hematopoiéticas primitivas são dotadas de capacidades biológicas 
distintas, que envolvem amplo espectro de opções funcionais como (a) 
quiescência (implicando sua sobrevivência em G0, no ciclo celular), (b) auto-
renovação (proliferação com manutenção da condição de indiferenciada), (c) 
capacidade de gerar descendentes mais maduros, (d) habilidade para 
amadurecer, originando células terminais funcionais de diferentes linhagens, (e) 
transdiferenciação e (f) plasticidade para originar células de outros tecidos quando 
em condições apropriadas (Kondo et al., 2003). Embora esta última opção só 
tenha sido demonstrada em modelos in vitro, ainda se desconhece como essas 
várias funções são excercidas em uma mesma célula ou mesmo se elas 
acontecem simultaneamente ou em grupos. 
É importante ressaltar que a proliferação celular descontrolada é 
característica do câncer, e que células tumorais exibem mutações adquiridas nos 
genes que controlam diretamente seu ciclo celular (Sherr, 1996). Portanto, 
investigações que incluam observações referentes à influência desses extratos 
sobre o ciclo celular destas células se tornam fundamentais, uma vez que os 
resultados são sugestivos de que esses extratos possam atuar como agentes 
anti-tumorais dependentes do ciclo celular, como já descrito para outros extratos 
(Jimenez-Medina et al., 2006; Kim et al., 2007; Li et al., 2007; Majewska et al., 
2006) e compostos isolados de plantas medicinais (Lee et al., 2006; Lim et al., 
2006; Mata-Greenwood et al., 2002; Yoshida et al., 1992; Zhang et al., 2004). 
 
4.2 PROGENITORES DE MEDULA ÓSSEA DE PACIENTES PORTADORES DE 
NEOPLASIAS HEMATOPOIÉTICAS 
Um dos maiores problemas com agentes antiproliferativos é o seu efeito 
tóxico sobre células saudáveis. O fato de uma substância ou extrato ser 
citostático pode ser benéfico clinicamente, no sentido de que ele inibiria a 
proliferação celular com concomitante diminuição dos efeitos tóxicos para o 
paciente. 
Os ensaios realizados com linhagens leucêmicas, cujos resultados foram 





extratos de pau-pra-tudo, agoniada, guaçatonga e escada-de-macaco exercem 
efeito citostático, ou seja, impedem a reprodução celular. 
Outro objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial biológico dessas 
plantas sobre a proliferação e diferenciação de progenitores hematopoiéticos de 
pacientes normais, ou sem comprometimento medular, e de portadores de 
distúrbios neoplásicos hematopoiéticos. Para tanto, utilizou-se a metodologia dos 
ensaios clonogênicos, sistemas de cultivo que simulam a hematopoiese por 
permitirem que, em condições apropriadas, células hematopoiéticas progenitoras 
dêem origem a colônias características, compostas por descendentes morfologica 
e funcionalmente distintos, que incluem unidades formadoras de colônia 
comprometidas com a linhagem de granulócitos e macrófagos (CFU-GM), com a 
linhagem eritróide (BFU-E/CFU-E) e, quando pertinente, com a megacariocítica 
(CFU-MK) (Malerba et al., 2004; Parent-Massin, 2001). 
Assim, neste segundo momento, serão relatados os resultados obtidos 
quando células mononucleares (MNC) obtidas de amostras de medula óssea 
(M.O.) de pacientes portadores de diferentes tipos de leucemias foram expostas a 
doses crescentes desses extratos em condições experimentais ideais para o 
desenvolvimento de colônias hematopoiéticas mielóides. Os doadores que 
concordaram em participar deste estudo, assim como seus dados clínico-




TABELA 3. DADOS CLÍNICO-LABORATORIAIS DOS PACIENTES DOADORES DAS 












ILS / (LLA-T) 46/M 8,7 3,30 14,8 - 
MKS / (LLA-T) 8/F 11,2 4,98 13,9 362 
AF / (LMA) 39/F 12,0 3,97 4,9 286 
SMO / (LMA) 45/F 9,8 3,30 5,2 134 
RCSL / (LMA) 9/F 12,3 4,12 7,1 109 
AMWS / (normal) 49/F 13,9 4,20 3,9 230 
ACM / (MM) 50/M 7,1 2,39 7,6 61 
 
As amostras de medula óssea, provenientes de pacientes do Hospital Erasto Gaertner, 
foram processadas no laboratório de Hematologia da Universidade Federal do Paraná. 
(*) Classificação FAB/MIC. LLA-T: Leucemia Linfóide Aguda de células T; LMA: 








O grupo constituiu-se de sete pacientes, sendo dois do sexo masculino e 
cinco do sexo feminino, com idade variando entre oito e 50 anos (mediana: 45 
anos). As amostras foram obtidas por punção da crista ilíaca, após assinatura do 
termo de consentimento livre e esclarecido. 
Do total de pacientes, dois foram diagnosticados com Leucemia Aguda 
Linfocítica do tipo T (LLA), três com Leucemia Aguda Mielóide (LMA), um com 
Mieloma Múltiplo (MM) e somente um não apresentava comprometimento 
medular. Dessa forma, três grupos foram formados: LLA, LMA e Normal, sendo 
este último representado pelo paciente sem envolvimento medular e o portador de 
MM, por ter este comprometimento da linhagem B. 
 
4.2.1 Efeito dos extratos de pau-pra-tudo, agoniada, guaçatonga e escada-de-
macaco sobre progenitores Eritróides e de CFU-GM 
Da mesma forma como descrito para as linhagens leucêmicas, MNC 
obtidos de M.O. foram expostos a doses crescentes (1 - 100 µg/ml) dos extratos 
preparados de pau-pra-tudo, agoniada, guaçatonga e escada-de-macaco, e 
cultivadas em meio semi-sólido enriquecido com fatores de crescimento e 
citocinas, por 14-20 dias a 37 ºC, em atmosfera úmida e sob 5% de tensão de 
CO2. Após incubação, as colônias formadas por progenitores eritróides e de 
granulócitos e macrófagos, cujos aspectos morfológicos estão ilustrados nas 
Figuras 23 e 24, respectivamente, foram enumeradas sob microscópio invertido, 
usando critérios previamente estabelecidos (Testa, 1985). Devido à demanda 
reduzida de amostras de medula óssea recebidas, não foi possível analisar 
estatisticamente os resultados obtidos. 
Apesar do pequeno número de amostras para cada grupo, o número de 
colônias formadas, independente do tipo de progenitor envolvido, foi sempre 
maior para aqueles grupos envolvidos com neoplasias hematológicas quando 
comparado com o de doadores normais, aqui e doravante denominado grupo 
controle. Estes resultados eram de se esperar, uma vez que uma cinética 
diferenciada das células progenitoras leucêmicas, com desenvolvimento 
aberrante e descontrolado de funções celulares críticas, como proliferação, 
diferenciação e morte celular, é característico das leucemias agudas. Assim, há 
acúmulo de formas imaturas (blastos) na medula óssea, com diminuição da 
progressão das células tronco neoplásicas a tipos celulares sangüíneos maduros 






















Figura 23. Colônias de progenitores eritróides. Citocentrifugados preparados das 
células de colônias características de BFU-E (A-D) e de CFU-E (E), que se 
desenvolveram após 14-20 dias de cultivo em meio semi-sólido contendo fatores de 
crescimento apropriados além de eritropoietina, corados com May-Grünwald-Giemsa 





O tratamento com o extrato de pau-pra-tudo levou a uma diminuição do 
número de colônias eritróides dependente da dose, tanto para o grupo controle 
como para o de portadores de LLA, em contraste com o grupo LMA, onde o 
extrato pareceu não interferir (Figura 25). Esses perfis se repetiram para as 
colônias de CFU-GM (Figura 26) e corroboram com alguns dos resultados 
observados com as linhagens celulares, onde, para as células HL-60 (Figura 2) e 
K-562 (Figura 3), ambas mielóides, também se observou pouco ação desta planta, 
em contraste com a linhagem linfóide Daudi, onde o extrato inibiu 
significativamente a proliferação celular (Figura 5) e a formação de colônias 





































Figura 24. Colônias de progenitores de granulócitos e macrófagos. 
Citocentrifugados preparados das células de colônias típicas de CFU-GM (A), CFU-
M (B) e CFU-G (C), que se desenvolveram após 14 dias de cultivo em meio semi-
sólido contendo fatores de crescimento apropriados, corados com May-Grünwald-
Giemsa demonstraram a presença de granulócitos em vários estágios de 
diferenciação (setas negras; painéis A1 e C1) e macrófagos (setas vermelhas; 




Já o extrato de agoniada interferiu de forma mais evidente nas colônias de 
progenitores eritróides dos grupos controle e LLA (Figura 27), diminuindo o 
número de ambos, de forma dependente da dose. Relevante é o fato de que este 
extrato foi inibidor significativo tanto para a formação de colônias eritróides de 
M.O. de pacientes com neoplasias hematológicas como também para as da 
linhagem eritroleucêmica K-562 (Figura 7). Da mesma forma, diminuiu a formação 
de colônias de CFU-GM no grupo LLA (Figura 28), assim como o fez nos ensaios 
realizados com as linhagens Daudi (Figura 10). 
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Figura 25. Influência do extrato de Rauvolfia sellowii sobre a formação de colônias 
eritróides. Células mononucleares de medula óssea de pacientes sem comprometimento medular 
(NORMAL), de portadores de leucemia linfóide aguda (LLA) e de leucemia mielóide aguda (LMA) 
foram expostas ao extrato de pau-pra-tudo nas concentrações indicadas, em meio semi-sólido 
enriquecido com citocinas e eritropoietina, e incubados por 14-20 dias a 37°C, 5% de CO2, 
originando colônias eritróides características, que foram enumeradas com auxílio de microscópio 
















Figura 26. Influência do extrato de Rauvolfia sellowii sobre a formação de colônias de 
CFU-GM. Células mononucleares de medula óssea de pacientes sem comprometimento medular 
(NORMAL), de portadores de leucemia linfóide aguda (LLA) e de leucemia mielóide aguda (LMA) 
foram expostas ao extrato de pau-pra-tudo nas concentrações indicadas, em meio semi-sólido 
enriquecido com citocinas, e incubados por 14 dias a 37°C, 5% de CO2, originando colônias de 
granulócitos e macrófagos (CFU-GM) características, as quais foram enumeradas com auxílio de 
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Figura 27. Influência do extrato de Himatanthus lancifolius sobre a formação de 
colônias eritróides. Células mononucleares de medula óssea de pacientes sem 
comprometimento medular (NORMAL), de portadores de leucemia linfóide aguda (LLA) e de 
leucemia mielóide aguda (LMA) foram expostas ao extrato de agoniada nas concentrações 
indicadas, em meio semi-sólido enriquecido com citocinas e eritropoietina, e incubados por 14-
20 dias a 37°C, 5% de CO2, originando colônias eritróides características, que foram 
enumeradas com auxílio de microscópio invertido. Cada barra representa a média±1DP ou 


















Figura 28. Influência do extrato de Himatanthus lancifolius obre a formação de 
colônias de CFU-GM. Células mononucleares de medula óssea de pacientes sem 
comprometimento medular (NORMAL), de portadores de leucemia linfóide aguda (LLA) e 
de leucemia mielóide aguda (LMA) foram expostas ao extrato de agoniada, nas 
concentrações indicadas, em meio semi-sólido enriquecido com citocinas, e incubados por 
14 dias a 37°C, 5% de CO2, originando colônias de granulócitos e macrófagos (CFU-GM) 
características, as quais foram enumeradas com auxílio de microscópio invertido. Cada 
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Interessante ainda é o fato de que, a 100 µg/ml, este extrato foi eficiente 
em reduzir, de forma drástica, não só o número de colônias de progenitores 
eritróides e de CFU-GM de todos os grupos estudados, como também inibiu a 
formação de colônias de células Daudi (Figura 10). 
Já o extrato de guaçatonga diminuiu a formação do número de colônias de 
CFU-GM somente do grupo controle (Figura 30), não interferindo na formação de 
colônias eritróides de todos os grupos estudados (Figuras 29), repetindo a ação 
pouco pronunciada quando se avaliou seu efeito sobre a formação de colônias de 

























Figura 29. Influência do extrato de Casearia sylvestris sobre a formação de colônias 
eritróides. Células mononucleares de medula óssea de pacientes sem comprometimento 
medular (NORMAL), de portadores de leucemia linfóide aguda (LLA) e de leucemia mielóide 
aguda (LMA) foram expostas ao extrato de guaçatonga nas concentrações indicadas, em meio 
semi-sólido enriquecido com citocinas e eritropoietina, e incubados por 14-20 dias a 37°C, 5% 
de CO2, originando colônias eritróides características, que foram enumeradas com auxílio de 




Com o extrato de escada-de-macaco, um perfil diferenciado foi observado, 
com diminuição de todos os progenitores, independente das doses avaliadas 
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Figura 30. Influência do extrato de Casearia sylvestris sobre a formação de colônias 
de CFU-GM. Células mononucleares de medula óssea de pacientes sem 
comprometimento medular (NORMAL), de portadores de leucemia linfóide aguda (LLA) e 
de leucemia mielóide aguda (LMA) foram expostas ao extrato de guaçatonga, nas 
concentrações indicadas, em meio semi-sólido enriquecido com citocinas, e incubados por 
14 dias a 37°C, 5% de CO2, originando colônias de granulócitos e macrófagos (CFU-GM) 
características, as quais foram enumeradas com auxílio de microscópio invertido. Cada 
























Figura 31. Influência do extrato de Bauhinia microstachya sobre a formação de colônias 
eritróides. Células mononucleares de medula óssea de pacientes sem comprometimento 
medular (NORMAL), de portadores de leucemia linfóide aguda (LLA) e de leucemia mielóide 
aguda (LMA) foram expostas ao extrato de escada-de-macaco nas concentrações indicadas, 
em meio semi-sólido enriquecido com citocinas e eritropoietina, e incubados por 14-20 dias a 
37°C, 5% de CO2, originando colônias eritróides características, que foram enumeradas com 
auxílio de microscópio invertido. Cada barra representa a média±1DP ou EPM do número de 
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Figura 32. Influência do extrato de Bauhinia microstachya sobre a formação de 
colônias de CFU-GM. Células mononucleares de medula óssea de pacientes sem 
comprometimento medular (NORMAL), de portadores de leucemia linfóide aguda (LLA) e 
de leucemia mielóide aguda (LMA) foram expostas ao extrato de escada-de-macaco, nas 
concentrações indicadas, em meio semi-sólido enriquecido com citocinas, e incubados por 
14 dias a 37°C, 5% de CO2, originando colônias de granulócitos e macrófagos (CFU-GM) 
características, as quais foram enumeradas com auxílio de microscópio invertido. Cada 
barra representa a média±1DP ou EPM do número de colônias formadas. 
 
 
Neste momento, é necessário esclarecer que, em função do pequeno 
número de amostras em cada grupo estudado, nenhuma análise estatística foi 
efetuada nesta série de experimentos e que as discussões se limitaram a 
descrever as tendências observadas. 
Os resultados obtidos com os ensaios clonogênicos mostraram que os 
progenitores hematopoiéticos formadores de colônias provenientes de LMA 
foram, de uma maneira geral, menos sensíveis à ação dos extratos testados, não 
havendo variação evidente do número de colônias formadas em relação ao grupo 
de células não tratadas. Em contrapartida, as células progenitoras formadoras de 
colônias dos pacientes com LLA demonstraram maior sensiblidade aos efeitos 
dos extratos testados, particularmente pela redução do número de colônias 
eritróides, na maioria das vezes, de maneira dependente da dose. 
Esses resultados eram de certa forma, esperados, pois estão relacionados 
com a própria condição dessas doenças. Leucemias e linfomas não são doenças 
hiperproliferativas, como a princípio se pode supor; esses tipos de câncer são 





porque elas nunca param de se dividir. Expansão clonal abundante geralmente 
ocorre como conseqüência de uma aberração cromossomal adquirida, a qual 
detém as células em um determinado estágio de maturação (Jandl, 1991). 
Relevante se faz lembrar que os ensaios clonogênicos usados neste 
trabalho, pelas substâncias presentes em sua composição, são culturas 
empregadas para avaliação do sistema mielóide, o qual envolve a produção de 
todos os elementos figurados do sangue, à exceção de linfócitos. 
As LMA são doenças malignas clonais que se originam de uma célula 
primitiva pluripotente mielóide transformada, onde se tem expansão do clone 
maligno. O defeito proliferativo pode, então, se expressar nos precursores dos 
granulócitos, macrófagos, eritrócitos e plaquetas, simultânea ou isoladamente, em 
contraste com os progenitores de LLA, cujo comprometimento é linfóide. 
Portanto, não foi surpresa o fato das células formadoras de colônias 
desses pacientes, tanto de granulócitos e macrófagos como de eritrócitos, terem 
se mostrado mais refratárias, ou menos sensíveis, pelo menos nas condições de 
ensaios propostas, à ação desses extratos, uma vez que nos experientos com as 
linhagens mielóides HL-60 e K-562 observaram-se efeitos menores quando 






















5 CONCLUSÕES E CONSIDERAÇÕES FINAIS 
Este trabalho fundamentou-se em avaliar a influência dos extratos de 
Himatanthus lancifolius (Müll. Arg) Woodson, Casearia sylvestris Sw., Rauvolfia 
sellowii Müll. Arg. e Bauhinia microstachya (Raddi) Macbride, conhecidas 
popularmente como pau-pra-tudo, agoniada, guaçatonga e escada-de-macaco, 
respectivamente, sobre o comportamento das linhagens celulares leucêmicas 
humanas HL-60, K-562, Daudi e REH, e de progenitores hematopoéticos normais 
e de portadores de doenças neoplásicas hematológicas in vitro. 
Os ensaios realizados com as linhagens leucêmicas, independente de sua 
origem linfóide ou mielóide, demonstraram claramente que os extratos 
hidroetanólicos preparados dessas plantas exercem efeito citostático, ou seja, 
impedem a reprodução celular quando em doses até 100 µg/ml. Entretanto, esta 
atividade foi particular para cada extrato e dependente da linhagem estudada. 
Neste sentido, dos extratos investigados, o extrato de escada-de-macaco foi o 
que apresentou atividade menos pronunciada sobre a proliferação celular das 
linhagens incluídas neste estudo, em contraste com o de agoniada, o qual 
demonstrou ter maior habilidade em inibir essa atividade. Além disso, o de 
agoniada foi aquele que demonstrou maior ação tóxica, agindo de forma 
significativa sobre a proliferação e o potencial clonogênico de todas as linhagens. 
As células de origem linfóide demonstraram ser mais sensíveis à ação dos 
extratos avaliados, em contraste com as células HL-60, bastante resistentes à 
ação de todos eles. 
Não se observou influência dessas plantas sobre a 
diferenciação/maturação celular dessas mesmas linhagens em nenhum dos 
experimentos realizados, com manutenção de seu estado morfológico inicial. 
Ainda, esses extratos, pelo menos com relação à metodologia utilizada, não 
induzem essas células a sofrer apoptose. 
O conjunto de estudos apresentados neste trabalho revelou alguns 
aspectos interessantes e desconhecidos com relação às atividades biológicas dos 
extratos de pau-pra-tudo, agoniada, guaçatonga e escada-de-macaco. Embora 
algumas destas plantas já tenham sido amplamente estudadas, como a 
guaçatonga, por exemplo, os relatos referentes à sua ação sobre linhagens 
leucêmicas hematopoiéticas e progenitores de medula óssea são escassos, 





definidas já foram isolados dessas plantas, de particular interesse seria investigar 
quais corresponderiam aos efeitos aqui relatados para o extrato aquoso. 
Embora estudos mais aprofundados sejam necessários, particularmente 
para esclarecer os mecanismos responsáveis pelas atividades biológicas aqui 
investigadas em níveis celular e molecular, muitos dos resultados apresentados 
neste estudo são inéditos e constituem uma base rica de dados científicos 
referentes às atividades farmacológicas dessas plantas, que pode servir como 
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